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BSA bovines Serumalbumin 
BWS Beckwith-Wiedemann-Syndrom 
C Cytosin 
CCE Counterflow centrifugal elutriation; zentrifugale Gegenfluss-Elutrialtion 
cen centromerisch 
CpG Basenabfolge: Cytosin, (Phosphatgruppe,) Guanin 
CTCF CCCTC binding factor  





E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EEG Elektroenzephalogramm 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
EST Expressed sequence tag; Teilsequenz 
FG Phenylalanin-Glycin 
FKS fetales Kälberserum 






INM Inner nuclear membrane; innere Kernmembran 
I-Puffer Immunfluoreszenzpuffer 
iPSC Induzierte pluripotente Stammzelle 
kbp Kilobasenpaar 
kDa Kilodalton 
LB Lysogeny broth 














ncRNA nicht-codierende RNA 
NPC Nuclear pore complex; Kernporenkomplex 
NUP Nukleoporin 
ONM Outer nuclear membrane; äußere Kernmembran 
ORF Open reading frame; offener Leserahmen 
PBS Phosphate buffered saline 
PCR Polymerase Kettenreaktion 
piRNA PIWI-interagierende RNA 
PWS Prader-Willi-Syndrom 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm Rounds per minute; Umdrehungen pro Minute 
rRNA ribosomale RNA 
rev reverse; rückwärts 
SIM Strukturierte Illuminationsmikroskopie 
SINE Short interspersed element 
sno-lncRNA lncRNA mit snoRNA-Enden 
snoRNA Small nucleolar RNA; kleine nukleolare RNA 
SNP Single nucleotide polymorphism; Einzelnukleotidpolymorphismus 
SRO Shortest region of deletion overlap; kleinster überlappender Deletionsbereich 
SRS Silver-Russell-Syndrom 
SSC Saline sodium citrate 





Tris Tris (hydroxymethyl)-aminomethan 
TSS Transkriptionsstartpunkt 
U Unit; Enzymeinheit 
UPD uniparentale Disomie 
UTR untranslatierte Region 





1.1 Genomische Prägung 
Die genomische Prägung, auch genomisches Imprinting genannt, ist ein epigenetisch 
regulierter Prozess, der dazu führt, dass in diploiden Zellen von Säugetieren etwa 1 – 2 % der 
Gene monoallelisch, also entweder nur vom maternalen oder nur vom paternalen Chromosom, 
exprimiert werden (Bartolomei 2009; Barlow 2011; Ferguson-Smith 2011). Dadurch werden 
bestimmte Genloci funktionell hemizygot. Die Erforschung der so regulierten Gene hat zum 
Verständnis verschiedener sogenannter Imprinting-Erkrankungen beigetragen, die auftreten, 
wenn die einzige funktionelle Kopie eines oder mehrerer geprägter Gene seine Funktion 
verliert. Zudem ist die genomische Prägung ein wichtiges Modellsystem für die molekulare 
Analyse epigenetischer Regulationsmechanismen während der Ontogenese (Barlow 2011).  
1.1.1 Entdeckung der genomischen Prägung 
Die genomische Prägung bei Säugetieren wurde in den 1980er Jahren entdeckt. Besondere 
Bedeutung kam dabei einer Reihe von Experimenten am Mausmodell zu: 
In Pronukleus-Transplantationsexperimenten sollten Mäuse generiert werden, die nur einen 
der zwei elterlichen Chromosomensätze in doppelter Ausführung besaßen (uniparentale 
Embryonen). Überraschenderweise waren die so erzeugten Embryonen aber nicht lebensfähig 
und starben nach etwa der Hälfte der normalen Tragzeit ab (McGrath und Solter 1984; Surani 
et al. 1984; Surani et al. 1986). Parthenoten (mit zwei maternalen Genomen) entwickelten 
überwiegend embryonales Gewebe, zeigten aber Defekte in der Ausbildung extraembryonaler 
Strukturen (Surani et al. 1984). Dagegen bildeten Androgenoten (mit zwei paternalen 
Genomen) überwiegend extraembryonale Strukturen aus, während embryonale Komponenten 
fehlten oder stark unterentwickelt waren (Surani et al. 1986). Dies führte zu der Hypothese, 
dass die beiden elterlichen Genome während der frühen Embryonalentwicklung 
komplementäre Funktionen erfüllten und dass das Fehlen oder die Überexpression von 
geprägten Genen die Entwicklungsstörungen verursachten (Ferguson-Smith 2011).  
In komplexen Kreuzungsexperimenten an Mauslinien mit verschiedenen Translokationen 
wurden außerdem Embryonen erzeugt, die bestimmte Chromosomen oder Teile von 
Chromosomen zwar genetisch ausbalanciert, jedoch nur von einem Elternteil (als uniparentale 
Disomie) erbten (Cattanach und Kirk 1985; Cattanach 1986). Auf diese Art konnten 
elternspezifische Effekte (Parent-of-origin-Effekte) auf die Entwicklung bestimmten 




Dabei wurden subchromosomale Regionen identifiziert, in denen man geprägte Gene 
vermutete. Einige Jahre später wurden mit Igf2r, Igf2 und H19 die ersten geprägten Gene 
identifiziert (Barlow et al. 1991; Bartolomei et al. 1991; DeChiara et al. 1991). Durch 
genetische Manipulation der Dosis geprägter Gene wurde inzwischen gezeigt, dass eine 
fehlerhafte genomische Prägung das entscheidende Hindernis zur erfolgreichen Entwicklung 
parthenogenetischer Mäuse ist (Kono et al. 2004). 
Neben den erwähnten Mausexperimenten trugen auch Untersuchungen an Patienten und 
Patientenfamilien entscheidend zum Verständnis der genomischen Prägung bei. Schon 1974 
war in familiären Fällen des Beckwith-Wiedemann-Syndroms (BWS) aufgefallen, dass es nur 
nach maternaler Transmission zur phänotypischen Ausprägung des Phänotyps kam (Lubinsky 
et al. 1974). Allerdings gab es zu dieser Zeit noch keine Erklärungsansätze, die auf 
genomische Prägung hindeuteten. Ein typischer Stammbaum einer familiären Imprinting-
Erkrankung ist in Abbildung 1 dargestellt. Die chromosomalen Regionen, in denen der 
Funktionsverlust von geprägten Genen zu BWS und dem Silver-Russell-Syndrom (SRS) 
(Chr. 11p15.5) bzw. zum Prader-Willi-Syndrom (PWS) oder Angelman-Syndrom (AS) 
führten (Chr. 15q11q13) waren schließlich die ersten Cluster geprägter Gene, die im 
Menschen charakterisiert wurden (Soejima und Wagstaff 2005). Die Analyse kleiner 
Deletionen führte zu einem besseren Verständnis der Struktur geprägter Regionen und 
ermöglichte die Kartierung regionaler Imprinting-Center (ICs), die die genomische Prägung 
einer Region in cis regulieren (Buiting et al. 1995; Kagami et al. 2010; Ferguson-Smith 
2011). 
Aktuelle Listen der bisher bekannten geprägten Gene enthalten etwa 150 Einträge für die 
Maus (http://www.mousebook.org/) und etwa 80 für den Menschen (http://igc.otago.ac.nz/). 
Der zahlenmäßige Unterschied kommt auch dadurch zustande, dass die Gene in den beiden 
Datenbanken unterschiedlich gruppiert werden. Tatsächlich hat sich für den überwiegenden 
Teil der murinen geprägten Gene auch das humane Ortholog als geprägt erwiesen (und 
umgekehrt). Obwohl die Suche nach neuen geprägten Genen weiterhin fortgeführt wird, 
wurden in neueren Screenings vor allem bekannte Loci bestätigt und nur wenige neue Gene 
identifiziert (Babak et al. 2008; Pollard et al. 2008; Wang et al. 2008; Nakabayashi et al. 
2011; Wang et al. 2011). Es ist daher davon auszugehen, dass der Anteil geprägter Gene in 






Abbildung 1: Hypothetischer Stammbaum einer familiär vererbten Imprinting-
Erkrankung. Eine Erkrankung, die auf den Funktionsverlust eines maternal exprimierten 
geprägten Gens zurückgeht, kommt nur dann zum Ausbruch, wenn sie von der Mutter vererbt 
wird. Individuen, die die Mutation von ihrem Vater erben, sind dennoch Träger der Mutation 
und können diese an nachfolgende Generationen weitergeben. Äquivalent würde der 
Funktionsverlust paternal exprimierter Gene nur nach Vererbung über den Vater zu einem 
Phänotyp führen. Abbildung geändert aus Ferguson-Smith (2011). 
 
1.1.2 Regulationsmechanismen der genomischen Prägung 
Bei der Regulation der allelspezifischen Expression geprägter Gene spielt eine Reihe von 
epigenetischen Modifikationen eine Rolle. Wohl am besten charakterisiert ist die 
Methylierung von Cytosinbasen an CpG-Positionen der DNA (DNA-Methylierung). 
Regionen, in denen deutliche Methylierungsunterschiede zwischen den elterlichen Allelen 
bestehen, werden als differenziell methylierte Regionen (DMRs) bezeichnet und sind häufig, 
aber nicht immer, in CpG-Islands zu finden (Reik und Walter 2001). CpG-Islands sind 
genomische Regionen, in denen die Basenabfolge CpG gegenüber dem restlichen Genom 
deutlich überrepräsentiert ist (Gardiner-Garden und Frommer 1987). Sie kommen häufig in 
den Promotorregionen nicht-geprägter Haushaltsgene vor und sind dort normalerweise 
unmethyliert, während der Großteil aller CpG-Positionen genomweit üblicherweise methyliert 
vorliegt (Gardiner-Garden und Frommer 1987; Cedar und Bergman 2009). Eine CpG-Island-
Methylierung am Promotor führt in der Regel zur Repression der Genexpression (Jones und 




Methyltransferase DNMT1 bei der Zellteilung semikonservativ vererbt (Bestor und Ingram 
1983; Pradhan et al. 1999). Neumethylierung wird durch die de novo-Methyltransferasen 
DNMT3A und DNMT3B vermittelt (Okano et al. 1999), während Demethylierung entweder 
passiv über mehrere Zellteilungen erfolgen kann, oder durch bisher nur teilweise verstandene 
aktive Mechanismen. Bei der aktiven Demethylierung scheint die Oxidation von 5-
Methylcytosin zu 5-Hydroxymethylcytosin durch die TET-Enzyme eine wichtige Rolle zu 
spielen (Tahiliani et al. 2009; Ficz et al. 2011). Neben der DNA-Methylierung sind auch 
posttranslationale Modifikationen der Histonproteine, wie z. B. Histonacetylierung und 
Histonmethylierung, an der epigenetischen Markierung aktiver und inaktiver Gene beteiligt. 
Die Genregulation durch Histonmodifikationen wird über Änderungen in der 
Chromatinstruktur und/oder durch die Rekrutierung chromatinbindender Proteine vermittelt 
(Berger 2002). Vermutlich spielen auch solche Chromatinmodifikationen bei der Regulation 
der genomischen Prägung eine Rolle. So wurden beispielsweise am SNRPN-Promotor auf 
dem methylierten maternalen Allel Histon3-Lysin9-Methylierung und Histon4-Lysin20-
Methylierung gefunden, während das aktive paternale Allel durch Histon3-Lysin4-
Methylierung und Acetylierung der Histone 3 und 4 gekennzeichnet ist (Saitoh und Wada 
2000; Xin et al. 2001; Fournier et al. 2002; Horsthemke und Wagstaff 2008). 
Die meisten (> 80 %) aller bekannten geprägten Gene sind in einer von 16 bekannten 
genomischen Regionen lokalisiert und als geprägte Gencluster organisiert (Wan und 
Bartolomei 2008; Barlow 2011). Es gibt aber auch einzeln liegende und paarweise 
organisierte geprägte Gene (Cowley und Oakey 2010). Geprägte Gencluster werden von ICs 
reguliert, die meistens schon in der Keimbahn differenzielle Methylierung aufweisen. Wenn 
eine Deletion in einer geprägten Region das IC einschließt, führt dies zum Verlust der 
geprägten Regulation im gesamten Cluster (Wutz et al. 1997; Thorvaldsen et al. 1998; Yang 
et al. 1998; Horsthemke und Buiting 2006; Buiting 2010). ICs können Gene mit gegenteiliger 
elterlicher Expression regulieren und tatsächlich enthalten die meisten geprägten Regionen 
sowohl paternal exprimierte als auch maternal exprimierte Gene. Viele der geprägten 
Gencluster zeigen eine entwicklungs- und/oder gewebsspezifische Regulierung der 
genomischen Prägung, was zeigt, dass nicht allein die strukturellen Eigenschaften des IC für 
die geprägte Regulation eines Clusters maßgeblich sein können (Santoro und Barlow 2011). 
Zusätzliche Faktoren, die notwendig sind, um die Prägung abzulesen (Imprint-Readers) 
könnten in diesen Fällen entwicklungs- oder gewebsspezifisch reguliert sein (Santoro und 




unterscheiden sich von Region zu Region. Dennoch lassen sich bestimmte 
Regulationsmodelle erkennen, die in mehreren der sieben gut erforschten geprägten 
Gencluster eine Rolle spielen. Zum einen gibt es das Insulator-Modell, bei dem das IC 
reguliert, auf welche der geprägten Gene im Cluster eine gemeinsame Enhancer-Region 
wirken kann (Bartolomei 2009). Ein Beispiel für diese Art der Regulation ist der Igf2-H19-
Locus, wo das IC auf dem unmethylierten Allel den CCCTC binding factor (CTCF) bindet, 
der die Transkription von Igf2 blockiert (Leighton et al. 1995; Thorvaldsen et al. 1998; Bell 
und Felsenfeld 2000; Hark et al. 2000; Kanduri et al. 2000). Ein weiteres verbreitetes 
Regulationsmodell beinhaltet nicht-codierende RNAs (ncRNAs), die andere Gene in cis 
stilllegen. Dabei scheint in einigen Fällen, wie dem der Airn-ncRNA im Igf2r-Cluster, 
transkriptionelle Interferenz eine Rolle zu spielen, während in anderen Fällen, wie am Gnas-
Locus, noch nicht zwischen dieser Möglichkeit und der Möglichkeit einer direkten Rolle der 
transkribierten ncRNA unterschieden werden kann (Pauler et al. 2007; Williamson et al. 
2011; Latos et al. 2012). Eine dritte Möglichkeit ist die methylierungsabhängige Interaktion 
der ICs mit den Promotoren geprägter Gene. Shemer und Kollegen fanden mit 
Transgenexperimenten und 3C-Interaktionsanalysen Hinweise auf eine Interaktion des PWS-
IC am SNRPN-Promotor mit einem Bereich zwischen den entfernt liegenden paternal 
exprimierten Genen MKRN3 und MAGEL2 (Rabinovitz et al. 2012). 
Die primäre Markierung, die die elterlichen Allele an den ICs unterscheidet, wird gesetzt, 
wenn die elterlichen Genome noch räumlich getrennt sind. Dies geschieht an vielen Loci 
während der Keimzellentwicklung, könnte aber theoretisch auch noch unmittelbar nach der 
Befruchtung in den noch getrennten Pronuklei stattfinden (Reik und Walter 2001; Ferguson-
Smith 2011). Man geht davon aus, dass DNA-Methylierung am IC die primäre Markierung in 
der Keimbahn darstellt, da diese stabil mitotisch vererbt wird und weil an vielen ICs schon in 
den Keimzellen Methylierungsunterschiede gefunden wurden (Davis et al. 1999; Lucifero et 
al. 2004; Ferguson-Smith 2011). Dass die Identität der primären epigenetischen Markierung 
aber nicht ganz eindeutig ist, zeigt das Beispiel des IC der geprägten Region 15q11q13 am 
SNRPN-Promotor. An diesem Locus konnte im Mausmodell nach Knock-out des Zfp57-Gens 
die Methylierung in Eizellen nicht etabliert werden, zeigte aber dennoch normale 
differenzielle Methylierung ab Tag 3,5 der Embryonalentwicklung, wenn Zfp57 nach der 
Befruchtung im Embryo exprimiert wurde (Li et al. 2008).  
Die genomische Prägung durchläuft mit jeder Generation einen Lebenszyklus von 




der elterlichen Prägung geschieht während einer globalen Demethylierung des gesamten 
Genoms, die in einer frühen Phase der Keimzellentwicklung stattfindet (Reik und Walter 
2001). Anschließend wird die neue Prägung keimbahnspezifisch etabliert. An der 
Prägungsetablierung sind die de novo-Methyltransferasen und das verwandte Enzym 
DNMT3L beteiligt (Bourc'his et al. 2001; Hata et al. 2002). Wie dabei die richtigen 
Sequenzen erkannt werden, ist bisher aber nicht bekannt. In Regionen mit maternal 
methylierten ICs spielt möglicherweise Oozyten-spezifische Transkription über zukünftige 
DMRs eine Rolle (Chotalia et al. 2009). Die in den Keimzellen etablierten Keimbahn-
Prägungsmarken müssen anschließend vor erneuter Auslöschung geschützt werden. Dies ist 
besonders unmittelbar nach der Befruchtung essentiell, wenn in der Zygote der paternale 
Pronukleus in aktiver Weise demethyliert wird und anschließend auch das maternale Genom 
einer passiven globalen Demethylierung unterzogen wird (Reik und Walter 2001). Die 
Mechanismen, die zur Prägungsaufrechterhaltung beitragen, sind bisher nur teilweise 
verstanden. Auch scheinen diese Mechanismen zwischen den einzelnen geprägten Loci nicht 
ganz einheitlich zu sein. Das Protein DPPA3/STELLA ist notwendig, um die Demethylierung 
von einigen aber nicht allen geprägten Genen auf dem maternalen Genom des Embryos zu 
verhindern (Nakamura et al. 2007). Das Protein MBD3 scheint dagegen eine Rolle bei der 
Prägungsaufrechterhaltung am paternal methylierten H19-Locus zu spielen (Reese et al. 
2007). Für andere paternal methylierte Loci spielt MBD3 dagegen wohl keine Rolle. Die 
Proteine Arid4a und Arid4b scheinen zusammen mit Rb1 für die Stabilität der maternalen 
Prägung an der SNRPN-DMR wichtig zu sein (Wu et al. 2006; Bartolomei 2009). Ein 
weiterer Kandidat ist das KRAB-Zinkfingerprotein ZFP57, das zu einer Klasse von 
Transkriptions-faktoren gehört, die durch die Rekrutierung des KAP1/TIF1b Co-
Repressorkomplexes die Transkription inhibieren (Friedman et al. 1996; Abrink et al. 2001). 
In der Maus führte der Knock-out von Zfp57 bei einigen, aber nicht allen, untersuchten 
geprägten Genen zum Verlust der Methylierung und zu erhöhter Expression und war letal, 
wenn das Protein sowohl in der Oozyte als auch im Embryo fehlte (Li et al. 2008). Am Snrpn-
Locus, aber an keinem weiteren untersuchten Locus zeigte sich, dass Zfp57 auch für die 
Etablierung der differenziellen Methylierung notwendig ist. 
Die Schwierigkeiten, gemeinsame Regulationsmechanismen für alle geprägten Gene und 
Regionen zu finden, könnte darauf zurückzuführen sein, dass sich die einzelnen Gen-Cluster 
unabhängig voneinander, wenn auch durch gemeinsame evolutionäre Ursachen, entwickelt 




Ergebnisse zu erreichen. Gerade aufgrund dieser Vielfalt wird die Erforschung der 
genomischen Prägung als Modellsystem für die Entdeckung epigenetischer Mechanismen 
gesehen (Barlow 2011). 
1.1.3 Evolutionärer Ursprung der genomischen Prägung 
Genomische Prägung ist in Pflanzen und Säugetieren bekannt und hat sich dort unabhängig 
entwickelt (Feil und Berger 2007). Daneben gibt es auch in Insekten ähnliche Effekte des 
elterlichen Ursprungs (Anaka et al. 2009). Unter Säugetieren ist die genomische Prägung in 
den Plazentatieren (Eutheria) und Beuteltieren (Metatheria) konserviert, wurde dagegen in 
den eierlegenden Monotremata bisher nicht gefunden (Renfree et al. 2009). Ebenso scheint es 
keine genomische Prägung in Nicht-Säugetier-Vertebraten zu geben.  
Die genomische Prägung führt zum funktionellen Verlust der Heterozygosität an den durch 
sie regulierten Genen und sollte daher eigentlich einen selektiven Nachteil darstellen 
(Bartolomei 2009). Es gibt verschiedene Erklärungsansätze, weshalb sich die genomische 
Prägung in Säugetieren trotzdem entwickeln konnte. Beispielsweise wurde überlegt, ob es 
sich um einen Mechanismus handelt, der die Parthenogenese, also die Entwicklung von Föten 
ohne väterlichen Chromosomensatz, verhindern soll, die in Säugetieren möglicherweise 
nachteilige Auswirkungen hat (Hall 1990). Die genomische Prägung könnte sich auch als 
zusätzliche Möglichkeit zur Dosiskompensation und Genregulation entwickelt haben (Hall 
1990). Die bekannteste Theorie ist die Kinship-Theorie (auch als Geschlechterkonflikt-
Hypothese bezeichnet), die die Selektion geprägter Gene mit der Besonderheit höherer 
Säugetiere, ungeborene Nachkommen über eine Plazenta zu versorgen und Neugeborene zu 
säugen, in Zusammenhang bringt (Moore und Haig 1991; Haig 2004). Nach dieser Theorie 
gibt es einen Interessenskonflikt der Eltern bezüglich einiger Eigenschaften der gemeinsamen 
Nachkommen (unter der Bedingung von Promiskuität). Während der Vater daran interessiert 
ist, dass seinen Nachkommen möglichst viele Ressourcen zukommen, ist die Mutter daran 
interessiert, ihre Ressourcen auf möglichst viele Nachkommen zu verteilen. Dieser Konflikt 
kann sich nicht nur auf die Ressourcen der Mutter (z.B. über die Planzenta oder Muttermilch) 
und die Konkurrenz mit Halbgeschwistern beziehen, sondern theoretisch auf jeden 
Konkurrenten, der mehr Gene mit der Mutter als mit dem Vater teilt (deshalb Kinship-
Theorie) (Haig 2004). Durch einen Effekt, der als “loudest voice prevails“-Prinzip 
beschrieben wird, werden durch diese Konkurrenz letztlich die für ein Geschlecht positiven 
Gene in optimaler Dosis exprimiert, während dieselben Gene auf den vom anderen 




Geprägte Gene, deren Funktionen die Kinship-Hypothese unterstützen, sind z.B. das paternal 
exprimierte Wachstumsfaktor-Gen Insulin-like growth factor (Igf2) und das reziprok geprägte 
Gen für einen Igf2-Rezeptor (Igf2r), der als molekulare Senke für Igf2 dient, also dessen 
Konzentration verringert (Haig und Graham 1991). Die Kinship-Hypothese kann dahin 
erweitert werden, dass unterschiedliche Interessen der elterlichen Genome an die 
Eigenschaften der Nachkommen auch nach Ende der direkten Abhängigkeit von der Mutter 
bestehen können. So sagt die Social Brain-Hypothese voraus, dass geprägte Gene auch 
egoistisches und altruistisches Verhalten Jugendlicher und Erwachsener beeinflussen könnten 
(Ubeda und Gardner 2010). Dies wäre in Gesellschaften der Fall, in denen ein Geschlecht vor 
der Fortpflanzung mit größerer Wahrscheinlichkeit den Lebensraum wechselt und dadurch 
mit geringerer Wahrscheinlichkeit mit den Mitgliedern der Gesellschaft, in denen sein 
Nachkomme aufwächst, verwandt ist. Geprägte Gene, die vom Allel des ortwechselnden 
Elternteils exprimiert werden, würden demnach eher Egoismus fördern, während Altruismus-
fördernde Gene vom Allel des ortsstabilen Elternteils exprimiert würden. Diese Theorie 
könnte möglicherweise Erklärungen für die neuronale Expression vieler geprägter Gene und 
für die psychiatrischen Phänotypen einiger Imprinting-Erkrankungen liefern (Ubeda und 
Gardner 2010).  
Die Konservierung der Cluster-Organisation und der genomischen Prägung in Säugetieren 
wurde bereits in einigen geprägten Regionen analysiert und hat Einblicke in die evolutionäre 
Entwicklung geprägter Gencluster ermöglicht. Offenbar hat sich die genomische Prägung in 
verschiedenen geprägten Domänen zu unterschiedlichen Zeiten entwickelt. 
Der H19-IGF2-Locus wird für einen der ältesten geprägten Loci gehalten, da ein orthologer 
Locus mit ähnlicher räumlicher Organisation und konservierten CTCF-Bindestellen auch in 
Beuteltieren gefunden wurde und auch dort der genomischen Prägung unterliegt (Smits et al. 
2008). Auch die Prägung der Gene IGF2R und PEG10 ist in Beuteltieren konserviert (Killian 
et al. 2000; Suzuki et al. 2007). Dagegen zeigt die DLK1-DIO3-Region in Beuteltieren zwar 
eine hohe Konservierung der Gen-Struktur, wird dort aber nicht wie in Mensch und Maus 
über genomische Prägung reguliert (Edwards et al. 2008). Vergleiche zeigten, dass das 
Genom in Plazentatieren bestimmte intergenische Bereiche, wie die intergenische DMR 
zwischen den Genen Dlk1 und Gtl2 aber auch miRNAs und CD-Box-snoRNAs, 
hinzugewonnen hat (Edwards et al. 2008). Ein verringertes Vorkommen von SINE-Repeat-
Elementen und ein erhöhter GC-Gehalt in Plazentatieren gegenüber Beuteltieren wiesen 




intergenischen Regionen einer starken reinigenden Selektion (purifiying selection) unterlagen 
(Edwards et al. 2008). 
Die geprägte SNRPN-UBE3A Region (im Menschen auf dem chromosomalen Abschnitt 
15q11q13) hat sich erst vor relativ kurzer Zeit während der Säugetier-Evolution aus 
unverbundenen und nicht-geprägten Komponenten gebildet (Rapkins et al. 2006). Die 
geprägte Regulation trat vermutlich erstmals auf, nachdem vor 105 bis 180 Millionen Jahren 
in einem Vorfahren der Plazentatiere zwei geprägte Regionen fusioniert waren, die jeweils 
SNRPN und UBE3A enthielten. Andere Gene wie MKRN3, MAGEL2 und NDN erhielten ihren 
geprägten Status nachdem sie sukzessive in die Genregion integrierten. Dabei spielte 
vermutlich Retrotransposition eine Rolle (Chai et al. 2001; Rapkins et al. 2006). Auf ähnliche 
Weise integrierten wohl auch die SNORD-Gene und die langen nicht-codierenden RNAs in 
die Region, nachdem diese bereits der genomischen Prägung unterlag (Rapkins et al. 2006). 
In der murinen orthologen Region wurden zwei Gene, Frat3/Peg12 und Atp5l-ps1, 
beschrieben, die geprägt und Nagetier-spezifisch zu sein scheinen (Chai et al. 2001). Dies legt 
nahe, dass der Prozess der Genakquirierung in die geprägte Region 15q11q13 in 
Plazentatieren noch nicht abgeschlossen ist.  
 
1.2 Die geprägte humane Genregion 15q11q13 
1.2.1 Prader-Willi-Syndrom und Angelman-Syndrom 
Prader-Willi-Syndrom (PWS) und Angelman-Syndrom (AS) sind phänotypisch 
unterschiedliche neurogenetische Erkrankungen, die beide auf Veränderungen in der 
geprägten chromosomalen Region 15q11q13 zurückzuführen sind. Charakteristische 
Merkmale des Prader-Willi-Syndroms, das nach seinen Erstbeschreibern Andrea Prader und 
Heinrich Willi benannt wurde, sind ein niedriges Geburtsgewicht, neonatale muskuläre 
Hypotonie mit Schwierigkeiten beim Trinken sowie eine im Kleinkindalter einsetzende 
Hyperphagie und Adipositas (Prader 1956; Buiting 2010). Zudem gibt es körperliche 
Merkmale wie Kleinwuchs, kleine Hände und Füße sowie faziale Auffälligkeiten mit 
dreieckigem Mund und mandelförmigen Augen. Häufig sind außerdem Hypogonadismus, 
unvollständige Pubertät und Infertilität zu beobachten. Zu den neurologischen Problemen 
beim PWS gehören Verhaltensauffälligkeiten, eine erhöhte Anfälligkeit für einige 
psychiatrische Erkrankungen und eine meist moderate mentale Retardierung. Viele der PWS-




1997). Das PWS tritt mit einer Inzidenz von 1:15.000 – 1:25.000 Geburten auf. Einige 
Symptome wie der Kleinwuchs und das Übergewicht können durch die Behandlung mit 
Wachstumshormonen positiv beeinflusst werden (Angulo et al. 1996; Carrel et al. 1999).  
Das nach dem britischen Kinderarzt Harry Angelman benannte Angelman-Syndrom (AS) hat 
als typische Merkmale schwere mentale Retardierung mit fehlender oder stark 
eingeschränkter Sprachentwicklung und Ataxie (Williams et al. 2006; Buiting 2010). Weitere 
Merkmale sind Mikrozephalie, Kleinwuchs, Krämpfe und typische Elektroenzephalogramm- 
(EEG-) Veränderungen. Als charakteristische Verhaltensmerkmale werden ein freundliches 
Wesen und häufige, unbegründete Lachanfälle beschrieben. Das AS hat in etwa dieselbe 
Inzidenz wie das PWS.  
Beide Syndrome werden durch Funktionsverluste geprägter Gene in 15q11q13 verursacht 
(Buiting 2010). Der Nachweis von Punktmutationen im UBE3A-Gen bei etwa 5 - 10 % der 
Patienten mit AS hat zu der Erkenntnis geführt, dass UBE3A das AS-verursachende Gen ist 
(Kishino et al. 1997; Matsuura et al. 1997). Obwohl das PWS offenbar durch den 
Funktionsverlust paternal exprimierter Gene entsteht, konnte es bisher nicht eindeutig einem 
bestimmten Gen in der Region 15q11q13 zugeordnet werden und es sind bisher keine Fälle 
bekannt, in denen das PWS durch Mutationen in einem einzelnen Gen verursacht wird. Bei 
beiden Erkrankungen können eine große Deletion, eine uniparentale Disomie oder ein 
Imprinting-Defekt die molekulare Ursache sein. Im Großteil der Fälle (ca. 70 % bei AS und 
PWS) wird der Verlust eines elterlichen Beitrags durch eine ca. 6 Mbp große Deletion 
verursacht, die immer de novo auftritt (Butler und Palmer 1983; Buiting 2010). Die Deletion, 
die alle geprägten Gene und einige centromerisch und telomerisch gelegene biallelisch 
exprimierte Gene in 15q11q13 einschließt, betrifft in PWS-Patienten das paternale und in AS-
Patienten das maternale Allel (Knoll et al. 1989; Buiting 2010).  
Eine weitere mögliche Ursache für PWS und AS ist eine uniparentale Disomie (UPD) 15. 
Etwa 25 – 30 % der PWS-Patienten besitzen zwei maternale aber kein paternales Chromosom 
15 (upd(15)mat), wodurch die paternal exprimierten Gene auf keinem Chromosom funktional 
sind (Nicholls et al. 1989; Buiting 2010). Bei AS-Patienten macht eine entsprechende 
upd(15)pat nur etwa 1 - 2 % der Fälle aus. AS-Patienten besitzen dann nur zwei paternale 
Chromosomen, wodurch das maternal exprimierte UBE3A-Gen nicht funktional ist (Malcolm 
et al. 1991). UPDs können durch Chromosomen-Fehlverteilungen in der Meiose entstehen, 
wenn Eizellen entstehen, die entweder zwei oder gar kein Chromosom 15 besitzen. Dadurch 




beide zum intrauterinen Fruchttod führen würden, in seltenen Fällen aber durch Verlust oder 
Verdopplung eines Chromosoms korrigiert werden können. Die Korrektur einer Monosomie 
durch Verdopplung des paternalen Chromosoms führt dann zum AS, während die Korrektur 
der Trisomie bei Verlust des einzigen paternalen Chromosoms zum PWS führen kann.  
In einer kleinen Gruppe von Patienten (ca. 1 - 3 % beim PWS und 2 - 4 % beim AS), die 
weder eine große Deletion noch eine UPD oder, bei AS, eine UBE3A-Mutation aufweisen, 
kann auch eine Störung der genomischen Prägung, ein sogenannter Imprinting-Defekt, in der 
15q11q13-Region vorliegen, welche sich in einer fehlerhaften Methylierung der DMRs in 
15q11q13 äußert (Buiting 2010). Bei PWS-Patienten mit einem Imprinting-Defekt hat das 
paternale Chromosom eine maternale Prägung, bei AS-Patienten mit einem Imprinting-Defekt 
hat das maternale Chromosom eine paternale Prägung. Im Großteil dieser Fälle ist dafür keine 
Mutation in der DNA-Sequenz als Ursache auszumachen und es wird deshalb von einem 
primären, sporadischen Fehler in der Auslöschung, Etablierung oder Erhaltung der Prägung 
am IC ausgegangen (primäre Epimutation) (Horsthemke und Buiting 2006). Beim PWS gibt 
es Hinweise darauf, dass hier ein Fehler in der Auslöschung der großmütterlichen Prägung in 
der väterlichen Keimbahn verantwortlich ist, während man beim AS von einem Fehler in der 
Etablierung oder Erhaltung der Prägung ausgeht (Buiting et al. 1998) (Abb. 2). Prägungs-
erhaltungsfehler, die erst im Soma des Kindes entstehen, führen zu somatischen Mosaiken 
und einem milderen AS-Phänotyp (Nazlican et al. 2004). 
In seltenen Fällen, in denen kleine, IC-überspannende Deletionen als Ursache ausgemacht 
wurden, spricht man von einer sekundären Epimutation (Horsthemke und Buiting 2006). 
Solche seltenen kleinen Deletionen wurden genutzt, um kleinste überlappende Bereiche 
(smallest regions of deletion overlap, SROs) für AS und PWS zu kartieren (Buiting et al. 
1995; Saitoh et al. 1996; Ohta et al. 1999; Horsthemke und Buiting 2008). Der PWS-SRO 
umfasst ca. 4,1 kbp und schließt den Promotor-Bereich sowie Exon1 des SNURF-SNRPN-
Gens ein (Horsthemke und Buiting 2008). Der AS-SRO konnte auf nur 880 bp eingegrenzt 
werden und liegt ca. 35 kbp centromerisch des SNURF-SNRPN-Exon1 (Horsthemke und 
Buiting 2008). Die beiden SROs werden zusammengefasst als zweiteiliges IC der geprägten 
Region 15q11q13 beschrieben. In der Maus wurde bisher keine Region gefunden, die dem 
AS-SRO entspricht (Horsthemke und Wagstaff 2008), was darauf hinweist, dass diese 
orthologe Region möglicherweise anders reguliert wird. Deletionen des IC kommen sowohl 
sporadisch als auch familiär vor. In familiären Fällen führen AS-SRO-Deletionen nur zu AS, 




beider SROs zum PWS, wenn sie vom Vater vererbt werden (El-Maarri et al. 2001; 
Horsthemke und Buiting 2008).  
 
 
Abbildung 2: Entstehung des AS und des PWS durch primäre Epimutationen. 
Schematisch sind jeweils die väterliche und mütterliche Keimbahn sowie die Zellen des 
Kindes abgebildet. Aus Gründen der Vereinfachung ist in jeder Zelle nur ein 
Chromosomenpaar dargestellt. Die Pfeile markieren jeweils den Zeitpunkt des 
Prägungsfehlers. Abbildung verändert aus Horsthemke und Buiting (2006). 
 
1.2.2 Geprägte Gene in der chromosomalen Region 15q11q13 
Die geprägte Region 15q11q13 enthält eine Reihe von paternal exprimierten geprägten Genen 
sowie ein maternal exprimiertes geprägtes Gen (Abb. 3). Die Gene, die entweder in allen oder 
nur in bestimmten Geweben ausschließlich vom paternalen Chromosom exprimiert werden, 
sind von centromerisch zu telomerisch MKRN3, MAGEL2, NDN, PWRN1, C15orf2, SNURF-
SNRPN und etwa 80 SNORD-Gene. Solche paternal exprimierten Gene könnten zum 
Phänotyp von PWS beitragen (Buiting 2010). Telomerisch der SNORD-Gene ist das maternal 
exprimierte AS-Gen UBE3A lokalisiert. 
In den Promotorbereichen einiger paternal exprimierter Gene wurden DMRs gefunden, die 
auf dem maternalen Allel methyliert sind und dadurch die monoallelische Expression des 




SNRPN (Glenn et al. 1993; Jay et al. 1997; Zeschnigk et al. 1997). Außerdem wurden DMRs 
auch im PWRN1-Promotor und in den SNRPN-upstream-Promotoren u1A und u1B gefunden 
(Bielinska et al. 2000; Buiting et al. 2007). Die DMR im SNURF-SNRPN Promotor ist Teil 
des ICs und ist zumindest in der Maus schon in Oozyten methyliert (Lucifero et al. 2004). 
Dagegen sind die Daten zur Keimbahnmethylierung im Menschen widersprüchlich (El-Maarri 
et al. 2001; Geuns et al. 2003). Das maternal exprimierte UBE3A besitzt keine DMR und wird 
wahrscheinlich über ein UBE3A-antisense-Transkript reguliert, welches wie die SNORD-
Gene Teil der SNURF/SNRPN-Transkriptionseinheit ist (Rougeulle et al. 1998; Chamberlain 
und Brannan 2001; Runte et al. 2001).  
 
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der geprägten Gene in der chromosomalen 
Region 15q11q13. cen – centromerisch; tel – telomerisch; mat – maternales Chromosom; pat 
– paternales Chromosom. Die Genexpression ist wie folgt dargestellt: blau – Expression vom 
paternalen Allel; rot – Expression vom maternalen Allel; schwarz – biallelische Expression. 
Die Pfeile geben die Transkriptionsrichtung an. Nicht exprimierte Gene sind auf dem 
unterdrückten Allel grau dargestellt. Die Lollipops zeigen die allelspezifische Methylierung in 
DMRs: Gefüllter Kreis – methyliert; leerer Kreis – unmethyliert. Dieses Schema bezieht sich 
auf die Situation im fetalen Gehirn. 
 
Bis auf C15orf2 wurden alle proteincodierenden geprägten Gene der Region bereits 
funktionell charakterisiert. Das intronlose Gen MKRN3 wird ubiquitär monoallelisch 
exprimiert und codiert für das RING-Zinkfinger Protein Makorin 3 mit drei C3H-
Zinkfingermotiven (Jong et al. 1999a; Jong et al. 1999b). MAGEL2 (melanoma antigene gene 
expression like 2) ist ebenfalls intronlos (Lee et al. 2000) und codiert für ein Protein aus der 
MAGE-Gruppe, das an der Steuerung des circadianen Rhythmus im suprachiasmatischen 
Nucleus beteiligt ist (Kozlov et al. 2007). Mausmodelle weisen daraufhin, dass Magel2 an der 
Entstehung des PWS beteiligt sein könnte, denn Magel2-Knock-out-Mäuse zeigen neonatale 




Tiere eine erhöhte Wahrscheinlichkeit von Übergewicht mit Stoffwechselveränderungen 
(Bischof et al. 2007). Sie zeigen zudem eine reduzierte Fertilität, weshalb vermutet wurde, 
dass der Funktionsverlust von MAGEL2 zu den reproduktiven Defiziten des PWS beitragen 
könnte (Mercer und Wevrick 2009). Das 41 kbp telomerisch von MAGEL2 lokalisierte Gen 
NDN codiert für das nukleäre Protein Necdin mit hoher Sequenzähnlichkeit zu MAGEL2 
(Maruyama et al. 1991; Jay et al. 1997; Lee et al. 2000). Das Fehlen von Necdin scheint zu 
dem hypogonadalen Phänotyp des PWS beizutragen und könnte auch beim Übergewicht eine 
Rolle spielen (Miller et al. 2009; Beneduzzi et al. 2011; Fujiwara et al. 2012). Einige 
Patientendaten stehen allerdings im Widerspruch mit einer größeren Rolle von MAGEL2 und 
NDN bei der Entstehung des PWS. Beispielsweise zeigte ein Patient mit einer atypischen 
Deletion auf seinem paternalen Chromosom 15, die MAGEL2 und NDN aber nicht den 
SNRPN-Locus einschloss, zwar Übergewicht und mentale Retardierung, jedoch nicht den 
vollen PWS-Phänotyp (Buiting et al 1993). Dagegen hatten drei andere Patienten mit 
atypischen Deletionen, die MAGEL2 und NDN nicht umfassten, alle Merkmale des PWS 
(Buiting et al. 1993; Kanber et al. 2009).   
Am komplexen SNRPN-Locus ist nur ein Teil der möglichen alternativen Transkripte 
proteincodierend, während andere Transkripte, die nichtcodierende Upstream- und 
Downstream-Exons einschließen, andere Funktionen besitzen und weiter unten beschrieben 
werden. Der proteincodierende Teil des SNRPN-Locus wird als das bicistronische Gen 
SNURF-SNRPN exprimiert, das für zwei Proteine codiert. Die ersten drei Exons von SNURF-
SNRPN codieren für das kleine Polypeptid SNURF, für das eine nukleäre Lokalisation und 
RNA-bindende Eigenschaften beschrieben wurden (Gray et al. 1999). Das zweite Protein, 
SmN, mit 240 AS wird von den Exons 4 – 10 codiert und hat eine Funktion als 
spleißosomales Protein im Gehirn (Schmauss et al. 1989; Ozcelik et al. 1992). Das UBE3A-
Gen liegt telomerisch von SNURF-SNRPN und den SNORD-Genen. Es wird in einigen 
Hirnregionen ausschließlich vom maternalen Allel exprimiert und codiert für die E6-AP-
Ubiquitin-Ligase 3A, die Proteine mit Ubiquitin markiert und so deren Degradierung durch 
Ubiquitin-vermittelte Proteolyse bewirkt (Huibregtse et al. 1993; Scheffner et al. 1995; 
Matsuura et al. 1997). 
In der geprägten Region 15q11q13 wurden außerdem eine Reihe nicht-proteincodierender 
Gene beschrieben. Mit Ausnahme des Gens Prader-willi region non-protein coding RNA 2 
(PWRN 2), das biallelisch exprimiert wird, scheinen alle diese Gene an die komplexe SNRPN-




al. 2007; Wawrzik et al. 2009). Zum einen gibt es alternative Upstream-Transkripte mit drei 
bisher beschriebenen Transkriptionsstarts. Zunächst wurden SNRPN-upstream-Exons 
beschrieben, die auf Exon2 von SNURF-SNRPN gespleißt werden (Dittrich et al. 1996; Färber 
et al. 1999). Die beiden alternativen Startexons dieser Transkripte, u1A und u1B, weisen eine 
hohe Sequenzähnlichkeit untereinander auf und die upstream-Exons u5 und u6 liegen im 
Bereich des AS-SRO. Das centromerisch von SNURF-SNRPN liegende PWRN1 wurde 
zunächst als eigenständiges, nicht-codierendes Gen beschrieben, das im fetalen Gehirn 
monoallelisch aber in Testis biallelisch exprimiert ist (Buiting et al. 2007). Vor Kurzem 
wurde jedoch gezeigt, dass PWRN1 an die SNRPN-upstream-Transkripte angebunden werden 
kann (Wawrzik et al. 2009). Daher besitzt wohl auch PWRN1 eine Funktion als Upstream-
Teil des SNRPN-Locus. Es wurde vorgeschlagen, dass die SNRPN-upstream-Transkripte bei 
der Prägungsetablierung am IC in Oozyten eine Rolle spielen könnten (Dittrich et al. 1996; 
Mapendano et al. 2006). Neben den nicht-codierenden Upstream-Exons existieren auch nicht-
codierende Downstream-Exons im SNRPN-Locus (Buiting et al. 1997). Diese sind Teil 
alternativer SNRPN-Transkripte, welche die SNORD-Gene enthalten, die sich in den Introns 
der Transkripte befinden und nach dem Spleißen zu kleinen nukleolaren RNAs (small 
nucleolar RNAs, snoRNAs) prozessiert werden (Cavaille et al. 2000; Runte et al. 2001). Die 
SNORD-Gene SNORD107, SNORD64, SNORD108, SNORD109A und SNORD109B stellen 
einzelne Gene dar, während SNORD116 als 29-Kopien-Gencluster und SNORD115 als 48-
Kopien-Gencluster vorliegt. Alternative Transkripte, die die am weitesten downstream 
liegenden Gene SNORD115 und SNORD116  enthalten, werden ausschließlich im Gehirn 
exprimiert (Cavaille et al. 2000). Die in der 15q11q13-Region codierten snoRNAs gehören 
zur Klasse der C/D-Box-snoRNAs, die normalerweise an der Methylierung von ribosomalen 
RNAs (rRNAs) beteiligt sind (Watkins und Bohnsack 2012). Allerdings konnte im Fall der 
15q11q13-snoRNAs keine Komplementarität zu rRNA-Sequenzen gefunden werden. Es 
wurde vermutet, dass sie stattdessen an der Modifikation von mRNAs und am alternativen 
Spleißen beteiligt sind (Buiting 2010). Vor Kurzem wurde für das SNORD116-Cluster 
außerdem gezeigt, dass neben den snoRNAs auch lange, nicht-codierende RNAs mit 
snoRNA-Enden (sno-lncRNAs) aus einigen der SNORD116-Gene prozessiert werden (Yin et 
al. 2012). Diese bestehen aus jeweils zwei benachbarten snoRNAs und dem 
dazwischenliegenden Bereich, der Erkennungssequenzen für den Spleißfaktor FOX2 enthält. 
Yin und Kollegen zeigten, dass die sno-lncRNAs das alternative Spleißen beeinflussen, 




scheint eine bedeutende Rolle beim PWS zu spielen, da bisher drei Patienten beschrieben 
wurden, die kleine Deletionen im Bereich des SNORD116-Clusters aufwiesen und das 
klinische Vollbild des PWS oder einen PWS-ähnlichen Phänotyp hatten (Sahoo et al. 2008; 
de Smith et al. 2009; Duker et al. 2010). Der meist-3‘-gelegene Bereich der SNRPN-
downstream-Transkripte überspannt das UBE3A-Gen als UBE3A-antisense-Transkript 
(UBE3A-AS), dass die geprägte Expression von UBE3A reguliert.  
Wie oben beschrieben gibt es zur Rolle der einzelnen paternal exprimierten Gene in der PWS-
Ontologie zum Teil widersprüchliche Ergebnisse. Zurzeit geht man davon aus, dass das PWS 
hauptsächlich durch den Funktionsverlust des SNORD116-Clusters verursacht wird, aber dass 
andere paternal exprimierte Gene ebenfalls zum Phänotyp beitragen oder diesen modifizieren 
können. 
1.2.3 Das geprägte Gen C15orf2 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Funktion des humanen Gens C15orf2. Dieses 
intronlose Gen wurde im Jahr 2000 aufgrund eines CpG-Islands identifiziert, das auf den 
Promotor eines Gens hinwies, und konnte damals als ca. 7,5 kbp großes Transkript über 
Northern-Blot-Analysen in Testis-RNA nachgewiesen werden (Färber et al. 2000). C15orf2 
besitzt einen 3,5 kbp großen offenen Leserahmen (open reading frame, ORF), der für ein 
1156 AS großes Protein codiert. Vor Kurzem wurde die Expression des vorhergesagten 
Proteins per Western-Blot nachgewiesen und dabei gezeigt, dass C15orf2 in verschiedenen 
humanen Hirnregionen exprimiert wird (Wawrzik et al. 2010). Dabei wurde das Protein unter 
anderem im Neokortex und im Hypothalamus detektiert, welcher für die meisten der 
neurologischen Symptome des PWS verantwortlich gemacht wird (Swaab 1997). C15orf2 ist 
das einzige proteincodierende Gen in der PWS/AS-Region, zu dessen Funktion bisher noch 
nichts bekannt ist. Es wurde allerdings gezeigt, dass C15orf2 nach transienter Überexpression 
in humanen Zelllinien im Zellkern lokalisiert ist (Wawrzik et al. 2010).  
Im Gegensatz zu allen anderen paternal exprimierten Genen in der Region konnte in der 
ebenfalls gut beschriebenen murinen orthologen Region kein C15orf2 identifiziert werden. 
Bisher war nicht bekannt, ob das Gen in Rodentia sekundär verloren gegangen ist, oder ob es 
erst nach der evolutionären Trennung von Maus und Mensch neu entstanden ist. Eine Reihe 
von Studien hat gezeigt, dass C15orf2 während der Primatenevolution einer starken positiven 
Selektion unterlag (Nielsen et al. 2005; Kosiol et al. 2008; Wawrzik et al. 2010). In der 
Studie von Nielsen und Kollegen, die anhand des Quotienten von nicht-synonymen SNPs zu 




untersucht hat, erreichte C15orf2 den sechsthöchsten Wert (Nielsen et al. 2005). In einer 
größeren Studie von 2008 befand sich C15orf2 im Vergleich von ca. 16.500 Genen in sechs 
Säugergenomen auf dem 106. Platz (Kosiol et al. 2008). Vor Kurzem wurde die Möglichkeit 
einer positiven Selektion von C15orf2 noch einmal mit einem anderen Ansatz untersucht 
(Wawrzik et al. 2010). Dabei wurden an Material von PWS- und AS-Deletionspatienten 
experimentelle Haplotypen dreier Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide 
Polymorphisms, SNPs) im ORF und zweier Sequenzlängenpolymorphismen (short tandem 
repeats, STRs) in der 3’UTR von C15orf2 ermittelt. Das Ergebnis dieser Analyse zeigte, dass 
der mit 50 % häufigste SNP-Haplotyp (T-G-C) in 92 % der Fälle einen einzigen STR-
Haplotypen besaß, obwohl STRs eine um fünf Größenordnungen höhere Mutationsrate 
besitzen als SNPs. Diese Häufung eines einzigen Haplotyps wurde als weiterer Hinweis für 
eine fortdauernde positive Selektion gewertet (Wawrzik et al. 2010). Die positive Selektion 
von C15orf2 weist darauf hin, dass das codierte Protein wichtige Funktionen in der Biologie 
von Primaten besitzen könnte.  
Aufgrund seiner Position in der geprägten Region 15q11q13 ist C15orf2 ein guter Kandidat 
für eine Genregulation durch genomische Prägung und tatsächlich wurde vor Kurzem gezeigt, 
dass C15orf2 im humanen fetalen Gehirn monoallelisch und ausschließlich vom paternalen 
Allel exprimiert wird (Buiting et al. 2007; Wawrzik et al. 2010). Neben seiner 
proteincodierenden Funktion enthält C15orf2 auch ein kleines Cluster von 17 PIWI-
interagierenden RNAs (piRNAs), die vor allem im ORF, aber auch in der 3’UTR lokalisiert 
sind (Girard et al. 2006; Royo und Cavaille 2008). Diese Klasse von kleinen, nicht-
codierenden RNAs ist Teil eines Abwehrmechanismus, der sich gegen Transposons in der 
Keimbahn richtet, da diese eine Gefahr für die Integrität des Wirtsgenoms darstellen (Aravin 
et al. 2007; Siomi et al. 2011; Ishizu et al. 2012). Dabei werden Transposons vermutlich 
posttranskriptionell durch einen Protein-piRNA-Komplex herunterreguliert. Für die Auswahl 
der Zielgene kann aber nicht alleine Sequenzkomplementarität verantwortlich sein, da sonst 
auch die meisten proteincodierenden Gene des Wirtes zum Ziel würden (Ishizu et al. 2012). 
Es wird daher angenommen, dass proteincodierende Gene über einen zusätzlichen 
Schutzmechanismus verfügen (Ishizu et al. 2012). Neben diesem Mechanismus gibt es auch 
Hinweise, dass piRNAs andere Gene durch Promotormethylierung transkriptionell regulieren 
können (Rajasethupathy et al. 2012). Interessanterweise wies eine Studie darauf hin, dass 
piRNAs in trans an der Etablierung der genomischen Prägung am murinen Rasgrf1-Locus 




völlig unbekannt. Royo und Cavaille haben spekuliert, dass die C15orf2-piRNAs die 
Expression des C15orf2-Transkripts selbst, entweder transkriptionell oder post-
transkriptionell, regulieren könnten. Dies wurde jedoch nicht experimentell belegt (Royo und 
Cavaille 2008). 
 
1.3 Aufbau und Funktion der Zellkernhülle 
Die Zellkernhülle (Nuclear envelope) trennt das Innere des Zellkerns, das Nukleoplasma, vom 
zytoplasmatischen Raum. Obwohl sie manchmal auch als Kernmembran bezeichnet wird, ist 
dies irreführend, da der Begriff eigentlich zwei Membranen, die innere und die äußere 
Kernmembran, sowie die Kernporenkomplexe und die auf der nuklearen Seite angelagerte 
Kernlamina umfasst (Hetzer et al. 2005) (Abb. 4). 
 
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Zellkernhülle. NE: Zellkernhülle (Nuclear 
envelope); ONM: Äußere Kernmembran (Outer nuclear membrane); INM: Innere 
Kernmembran (Inner nuclear membrane); NPC: Kernporenkomplex (Nuclear pore complex); 
ER: Endoplasmatisches Retikulum. Verändert aus Huber und Gerace (2007). 
 
Die äußere Kernmembran (Outer nuclear membrane; ONM) bildet eine Einheit mit dem 
endoplasmatischen Retikulum und ist diesem in ihrer Zusammensetzung ähnlich (Burke und 
Stewart 2013). Dagegen besitzt die innere Kernmembran (Inner nuclear membrane; INM) 
eine spezielle Zusammensetzung integrierter Proteine, von denen bisher mehr als 60 bekannt 
sind (Schirmer et al. 2003; Burke und Stewart 2013). Zwischen den beiden Membranen 




bezeichnet wird. Für den Molekültransport zwischen Nukleoplasma und Zytoplasma besitzt 
der Zellkern Kernporen, in denen ONM und INM fusioniert sind. In den Fusionsstellen sind 
Kernporenkomplexe (Nuclear pore complexes; NPCs) durch integrale Membranproteine in 
der Kernhülle verankert (Hallberg et al. 1993). NPCs sorgen für den selektiven Transport von 
Makromolekülen, erfüllen aber auch eine Vielzahl weiterer Funktionen (Strambio-De-
Castillia et al. 2010). Die dritte wichtige Komponente der Zellkernhülle ist die Kernlamina, 
ein Proteingeflecht von nur etwa 15 - 20 nm Dicke, das die innere Oberfläche des Zellkerns 
auskleidet (Burke und Stewart 2013).  
Bei höheren Eukaryoten führt die offene Mitose zu der Notwendigkeit, die Kernhülle während 
jeder Zellteilung aufzulösen und neu zu generieren (Burke und Ellenberg 2002; Hetzer et al. 
2005). Beim Kernhüllenzusammenbruch (Nuclear envelope breakdown) werden die 
Kernmembranen aufgebrochen und vermutlich in das endoplasmatischen Retikulum 
absorbiert (Mattaj 2004). Während dieses Vorgangs löst sich die Kernlamina vollständig auf 
und NPCs werden in kleinere Subkomplexe und lösliche NPC-Proteine zerlegt, die zum Teil 
selbst in der Mitoseregulation eine Rolle spielen (Hetzer et al. 2005). Während der späten 
Anaphase und Telophase der Mitose reformiert sich die Kernhülle um die Chromosomen. 
Dabei stellen Interaktionen bestimmter NPC-Subkomplexe mit dem Chromatin und die 
Rekrutierung von Kernmembran-Vesikeln frühe Prozesse dar, während die Bestandteile der 
Kernlamina wohl erst nachträglich in die geschlossene Kernhülle importiert werden (Hetzer et 
al. 2005). 
1.3.1 Die Kernlamina 
Die Lamina besteht in somatischen Zellen von Säugetieren vor allem aus den A-Typ-Laminen 
Lamin A und Lamin C, die im Menschen durch das LMNA-Gen codiert werden, und aus den 
B-Typ-Laminen Lamin B1 (LMNB1-codiert) und Lamin B2 (LMNB2-codiert). Die B-Typ-
Lamine und Lamin A erhalten als posttranslationale Modifikation eine Farnesylierung, die 
wohl ihre Affinität zur INM erhöht (Burke und Stewart 2013). Durch proteolytische Spaltung 
geht diese Modifikation bei Lamin A jedoch rasch wieder verloren. Während A-Typ-Lamine 
entwicklungsspezifisch reguliert sind und in manchen Zelltypen gar nicht vorkommen, sind 
B-Typ-Lamine ubiquitär exprimiert (Burke und Stewart 2013). Als Typ V-
Intermediärfilamente ohne enzymatische Aktivität wurde den Lamin-Proteinen lange 
hauptsächlich eine stabilisierende Funktion als „Nukleoskelett“ zugesprochen. Mittlerweile ist 
aber bekannt, dass sie außerdem Auswirkungen auf andere Kernprozesse wie die 




beruhen auf Interaktionen der Lamine mit anderen Proteinen der Zellkernperipherie und 
Membranproteinen der INM (Burke und Stewart 2013). Vermutlich entstehen durch 
unterschiedliche Proteininteraktionen in verschiedenen Zelltypen auch gewebsspezifische 
Funktionen von Laminen. Dies würde auch den Umstand erklären, dass Mutationen in LMNA 
zu sehr unterschiedlichen humangenetischen Erkrankungen führen können, darunter 
Hutchinson-Gilford-Progeria-Syndrom, Charcot-Marie-Tooth-Disorder 2B und verschiedenen 
muskulären Distrophien (Bonne et al. 1999; De Sandre-Giovannoli et al. 2002; Eriksson et al. 
2003; Worman und Bonne 2007). In mehreren dieser Syndrome fallen strukturell abnorme 
Zellkerne auf, in denen die Kernhülle Einstülpungen und Blasen ausbildet (Abb. 5).   
 
 
Abbildung 5: Morphologie der Zellkernhülle in gesunden Zellen und in HGPS-Zellen. 
Links ist die runde Form einer normalen Zellkernhülle gezeigt, rechts die deformierte 
Kernform von Zellen eines Hutchinson-Gilford-Progerie-Patienten. Die in Grün angefärbte 
Struktur ist vermutlich die Kernlamina, auch wenn dies in der Quelle nicht eindeutig 
angegeben ist. Abbildung aus Scaffidi et al. (2005). 
 
1.3.2 Der Kernporenkomplex (NPC) 
Die NPCs von Vertebraten sind große Protein-Komplexe von ca. 90 - 120 MDa, die an den 
Kernporen in die Doppelmembran der Zellkerne eingelagert sind (Raices und D'Angelo 2012) 
(Abb. 6). NPC-Proteine werden als Nukleoporine (NUPs) bezeichnet und normalerweise mit 
ihrem berechneten Molekulargewicht benannt (Hetzer et al. 2005). Die etwa 30 
unterschiedlichen NUPs in einem NPC kommen jeweils in mehreren Kopien vor, sodass der 
Komplex aus einer wesentlich größeren Zahl einzelner Proteine besteht (Cronshaw et al. 
2002). Da NPCs eine achtzählige Symmetrie aufweisen, kommen die Nukleoporine in 
Vielfachen von acht vor (Cronshaw et al. 2002). Nur ein kleiner Teil der Nukleoporine, 
darunter das „Pore membrane protein“ von 121 kDa (POM121), sind integrale 
Membranproteine, während der Großteil des Proteinkomplexes über Protein-Protein-
Interaktionen mit anderen NUPs oder der Kernlamina verbunden ist (Hallberg et al. 1993; 




Molekültransports in beiden Richtungen zwischen Zellkern und Zytoplasma. Hierfür bildet 
der Proteinkomplex einen zentralen Kanal aus, der kleine Moleküle bis etwa 60 kDa frei 
diffundieren lässt (Raices und D'Angelo 2012). Makromoleküle wie die meisten Proteine und 
RNA müssen jedoch über Transportrezeptoren aktiv transportiert werden (Raices und 
D'Angelo 2012). Dabei wird die Direktionalität über die kleine GTPase Ran hergestellt, die in 
ihrer GTP-gebundenen Form vor allem im Zellkern vorliegt, in ihrer GDP-gebundenen Form 
aber im Zytoplasma. Dieser Verteilung liegt wiederum zugrunde, dass der GTP-Austausch-
Faktor RCC1 ein Bestandteil von Chromatin ist, wohingegen GTPase-aktivierende Proteine 
wie NUP358/RANBP2 auf der zytoplasmatischen Seite des NPCs vorliegen (Hetzer et al. 
2005). Viele Einzelheiten des genauen Mechanismus des NPC-Transports sind noch nicht 
geklärt. Es wurde aber gezeigt, dass FG-Repeat-NUPs für den Transport notwendig sind 
(Terry und Wente 2007). Ein Netzwerk aus FG-Repeat-reichen, intrinsisch unstrukturierten 
Protein-Domänen, das den zentralen Kanal ausfüllt, scheint die Diffusion von 
Makromolekülen sterisch zu verhindern (Hetzer et al. 2005; Raices und D'Angelo 2012). 
Vermutlich kommt es beim Transport zu Konformationsänderungen dieser Domänen, wenn 
Cargo-beladene Transportrezeptoren an die FG-Repeats binden, so dass der Transport 
möglich wird (Lim et al. 2007).  
Jeweils auf der äußeren und inneren Kernseite besitzten NPCs lange Erweiterungen, die sich 
in das Zytoplasma oder in das Nukleoplasma erstrecken (Strambio-De-Castillia et al. 2010). 
Diese Erweiterungen werden auf der zytoplasmatischen Seite als zytoplasmische Filamente 
und auf der Kerninnenseite als nukleärer Korb (Nuclear basket) bezeichnet und erfüllen auf 
beiden Seiten der Kernhülle eine Reihe von Funktionen, die über den Transport von 
Makromolekülen hinausgehen (Strambio-De-Castillia et al. 2010). Der nukleäre Korb 
erstreckt sich ca. 60 bis 80 nm in das Nukleoplasma und scheint unter anderem dafür zu 
sorgen, dass Heterochromatin, welches ansonsten in der Kernperipherie vorherrscht, nicht bis 
zu den Poren vordringt und den effizienten Molekültransport behindert (Krull et al. 2010; 
Strambio-De-Castillia et al. 2010). Dabei erfüllt das Korb-NUP TPR vermutlich eine 
Barrierefunktion bei der Ausbreitung von Heterochromatin in NPC-assoziierte Regionen der 
DNA und moduliert dadurch auch die Genexpression von NPC-assoziierten Genen (Krull et 
al. 2010; Vaquerizas et al. 2010; Raices und D'Angelo 2012). NUPs des nukleären Korbs sind 
außerdem an der mRNA-Biogenese und an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt (Strambio-
De-Castillia et al. 2010). 




Transmembranhelices der membranständigen NUPs sind dies in erster Linie die alpha-
Solinoid-Faltung, die aus alpha-Helices besteht, und der beta-Propeller, der mehrere 
Propellerblätter aus antiparallelen beta-Faltblättern beinhaltet (Devos et al. 2006). Eine dritte 
wichtige Struktur von NUPs sind intrinsisch unstrukturierte Bereiche, die häufig FG-Repeats 
enthalten (Yang 2011). Der NPC ist eine evolutionär alte Struktur, die mindestens seit dem 
letzten gemeinsamen Vorfahren der Eukaryoten konserviert ist (Bapteste et al. 2005). Die 
Studie von Bapteste und Kollegen zeigte aber, dass nur die strukturell wichtigen Domänen der 
NUPs hochkonserviert sind, während andere Proteinbereiche sich zum Teil sehr schnell 
verändern. Dabei unterschied sich die evolutionäre Distanz stark, sowohl zwischen den NUPs 
als auch innerhalb der orthologen Gruppen zwischen den eukaryotischen Linien. Zudem 
scheint es auch eine relativ große Anzahl NUPs zu geben, die nicht in allen Eukaryoten 
konserviert sind. Unter den humanen Membran-NUPs ist GP210 beispielsweise nur in 
Metazoa und POM121 sogar nur in Vertebraten konserviert (Neumann et al. 2010). POM121 
scheint außerdem während der Entwicklung des Menschen Funktionen hinzugewonnen zu 
haben, denn es wird in der Maus von nur einem Gen codiert, kommt aber im Menschen in drei 
Kopien auf Chromosom 7 vor, die durch komplexe segmentale Duplikationen während der 
humanen Evolution entstanden sind (Funakoshi et al. 2007). Funakoshi und Kollegen zeigten, 
dass zwei der Kopien, POM121A und POM121C, exprimiert werden und beide Proteine für 
die Integrität des NPCs in HeLa-Zellen relevant sind. POM121 stellt also ein Beispiel für 





Abbildung 6: Strukturelle Organisation des Kernporenkomplexes. Die Schemazeichnung 
zeigt die Struktur des Kernporenkomplexes (NPC) im zur Kernhülle senkrechten Querschnitt. 
Zytoplasmatische Strukturen sind in Rot, nukleäre Strukturen in Blau und der zentrale 
Transportkanal in Gelb dargestellt. Das gelb-orange Knäuel im zentralen Kanal stellt die 
intrinsisch unstrukturierten FG-Repeat-reichen Domänen der FG-Repeat-NUPs dar, die die 
Selektivität des Molekültransports durch den NPC vermitteln. INM: innere Kernmembran; 
NUP: Nukleoporin; ONM: äußere Kernmembran; POM121: Pore membrane protein 121 




Neue Gene entstehen am häufigsten durch Genduplikation (Kaessmann 2010). Hierfür gibt es 
neben der segmentalen Genduplikation noch einen weiteren wichtigen Mechanismus, der als 
Retrotransposition bezeichnet wird. Prozessierte mRNAs können mithilfe eines Systems, das 
eigentlich der Vermehrung von parasitierenden Retrotransposons im Genom dient, revers 
transkribiert und dann wieder in das Genom integriert werden (Hollis et al. 1982; Karin und 
Richards 1982; Kaessmann et al. 2009). Da den so entstehenden „Retrokopien“ an der 
Integrationsstelle in der Regel Promotoren und regulatorische Elemente fehlen, werden sie in 
der überwiegenden Mehrheit der Fälle zu prozessierten Pseudogenen, die nicht exprimiert 
werden und schließlich Mutationen ansammeln (Abb. 7) (Jeffs und Ashburner 1991; Mighell 
et al. 2000; Zhang et al. 2004). Obwohl Retrogene deshalb mit viel geringerer 




wenn sie doch transkribiert werden, eher prädestiniert, neue Expressionsmuster und 
Funktionen zu entwickeln (Kaessmann et al. 2009). Retrogene liegen häufig auf anderen 
Chromosomen als ihre anzestralen Gene, während durch segmentale Duplikation entstandene 
Kopien häufiger direkt benachbart liegen (Kaessmann 2010). 
In Säugetieren wird die Retrotransposition von Genen durch Long interspersed nuclear 
elements (LINEs) der L1-Familie ermöglicht, die für eine reverse Transkriptase mit 
endonucleolytischer Aktivität codieren, welche alternativ zur eigenen RNA auch 
polyadenylierte mRNA binden kann (Esnault et al. 2000). Wegen der hohen Aktivität dieser 
Elemente kommen Retrotranspositionen in Säugetieren besonders häufig vor (Torrents et al. 
2003; Vinckenbosch et al. 2006; Kaessmann et al. 2009). In Vögeln findet dagegen kaum 
Retrotransposition statt, weil die Enzymmaschinerie des in ihrem Genom häufige LINEs CR1 
aufgrund einer anderen Erkennungssequenz keine mRNA erkennt (Kaessmann et al. 2009). 
Auch in der Säugetier-Evolution gab es, vermutlich aufgrund fluktuierender L1-Aktivität, 
Phasen mit hoher und niedriger Retrotranspositionsrate (Ohshima et al. 2003; Zhang et al. 
2004).  
Es gibt unterschiedliche Möglichkeiten, wie aus Retrokopien funktionelle Gene werden 
können. Beispielsweise können Regulationselemente anderer Gene genutzt werden, wenn 
Retrokopien im Intron eines Wirtsgens integrieren und dann als Fusionstranskript zusammen 
mit dem Wirtsgen exprimiert werden (Long und Langley 1993; Wang et al. 2002). In 
Abwandlung dieses Mechanismus werden in Säugetieren häufig alternative Transkripte des 
Wirtsgens beobachtet, die nur nicht-codierende 5’-Exons des Wirtsgens und das Retrogen 
enthalten (Vinckenbosch et al. 2006). So kann die Expression der beiden Gene durch 






Abbildung 7: Entstehung von Retrogenen und prozessierten Pseudogenen. Die 
Retrotransposition von mRNAs wird durch die Enzymmaschinerie von Retrotransposons wie 
LINEs ermöglicht. Die prozessierte mRNA wird nach reverser Transkription zu einem 
intronlosen Retrogen oder, bei fehlender Expression und Selektion, zu einem prozessierten 
Pseudogen mit Ähnlichkeit zu den exonischen Bereichen des anzestralen Gens. Abbildung 
verändert nach Ding et al. (2006) 
 
 
Wenn Retrokopien in der Nähe CpG-reicher Strukturen integrieren, können diese als „Proto-
Promotoren“ dienen, da sie häufig die Fähigkeit besitzen, Transkription zu ermöglichen, auch 
wenn sie vorher nicht mit Genen assoziiert waren (Kaessmann et al. 2009). Aus solchen 
“Proto-Promotoren” können durch natürliche Selektion vollwertige Promotorelemente 
entstehen. In Einzelfällen können Retrogene auch Promotoren ihrer anzestralen Gene 
mitbringen, nämlich dann, wenn das Ursprungsgen alternative Transkriptionsstarts (TSS) 
besessen hat und das zur Retrotransposition führende Transkript weit genug upstream eines 
alternativen TSS beginnt, um auch grundlegende Promotorelemente zu beinhalten 
(Kaessmann et al. 2009). Im Allgemeinen sind funktionelle Retrogene häufig in der Nähe 
anderer Gene zu finden, was die Vermutung zulässt, dass auch eine offene 
Chromatinkonformation und/oder regulatorische Elemente in der Nähe von Genen die 
Transkription von Retrogenen erleichtern (Vinckenbosch et al. 2006). 
Sowohl in Säugetieren als auch in Drosophila scheint ein großer Anteil der funktionellen 
Retrogene in Testis exprimiert zu sein (Betran et al. 2002; Vinckenbosch et al. 2006). Ein 




Testis auch ohne guten Promotor transkribiert werden und daraufhin gelegentlich vorteilige 
testisspezifische Funktionen entwickeln, die ihre Evolution zu echten Genen vorantreiben 
(Kaessmann et al. 2009). Der Grund könnte aber auch darin liegen, dass Retrogene bevorzugt 
in offenes Chromatin integrieren (Fontanillas et al. 2007). Da evolutionsrelevante 
Retrotransposition in der Keimbahn stattfinden muss, wären dadurch Regionen, die in Testis 
transkriptionell aktiv sind, besonders von Retrotransposition betroffen. 
Retrotransposition scheint bemerkenswert oft in geprägten Genen zu resultieren. Die 
centromerisch lokalisierten intronlosen Gene des humanen 15q11q13-Clusters, MKRN3, 
MAGEL2 und NDN, wurden bereits als Beispiele genannt. Ebenso ist vermutlich das Gen 
Frat3/Peg12 durch Retrotransposition in die murine orthologe Region integriert (Chai et al. 
2001; Cowley und Oakey 2010). Es wurde außerdem eine kleine Gruppe geprägter Gene 
beschrieben, die von Intron-besitzenden Genen auf dem X-Chromosom abstammen und in 
Introns von Wirtsgenen integriert sind (Cowley und Oakey 2010). Obwohl die differenzielle 
Methylierung in diesen Fällen an CpG-Islands im Promotor der Retrogene zu finden ist, wird 
häufig auch das Wirtsgen allelspezifisch exprimiert. Ein Beispiel für diese Art paarweise 
regulierter geprägter Gene sind H13 und das intronlose Mcts2 im Intron 4 des H13-Gens auf 
dem murinen Chromosom 2 (Wood et al. 2007). In diesem Fall werden lange 
Transkriptformen von H13 ausschließlich vom maternalen Allel exprimiert, während auf dem 
paternalen Allel, auf dem Mcts2 aktiv ist, alternative Polyadenylierungssignale upstream von 






2. Zielsetzung der Arbeit 
Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Regulation und evolutionäre Entstehung des C15orf2-Gens 
in der geprägten genomischen Region 15q11q13 zu analysieren und das codierte Protein 
funktionell zu charakterisieren. 
Obwohl die paternale Expression des Gens im fetalen Gehirn bekannt ist, bestehen 
Unklarheiten bezüglich der differenziellen Methylierung des Promotor-assoziierten CpG-
Islands. Da durch die technischen Fortschritte der Next-Generation-Sequenzierungs-
technologie inzwischen hochauflösende Methylierungsanalysen möglich sind, soll die 
Methylierung des C15orf2-CpG-Islands hier noch einmal in einem unabhängigen Ansatz 
analysiert werden. 
C15orf2 codiert für ein Protein, das bereits in einigen Regionen des zentralen Nervensystems 
beim Menschen nachgewiesen wurde. Die Funktion dieses Proteins ist allerdings bisher 
vollständig unbekannt. Da das Gen kein Ortholog in der Maus besitzt, ist es leider nicht 
möglich, der Genfunktion durch die Generierung einer Knock-out-Maus näher zu kommen. 
Daher sollen im Rahmen dieser Arbeit nach Möglichkeit vergleichende Überexpressions- und 
Knock-down-Experimente in einer humanen C15orf2-exprimierenden Zelllinie durchgeführt 
werden. Die Funktion des Proteins soll außerdem mithilfe bioinformatischer, zellbiologischer 
und biochemischer Methoden ermittelt werden. 
Als Einziges der proteincodierenden, geprägten Gene in der chromosomalen Region 
15q11q13 fehlt C15orf2 in der orthologen Region der Maus. Es wurden allerdings in einigen 
anderen Säugetieren homologe Sequenzen gefunden, die eventuell C15orf2-Orthologe 
darstellen könnten. Daher soll die evolutionäre Herkunft von C15orf2 im Rahmen dieser 
Arbeit analysiert und die Identität der homologen Sequenzen geklärt werden. 
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3. Material, Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Chemikalien 
Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht besonders vermerkt, von den folgenden 
Firmen in pro analysis Qualität bezogen: 
Clontech (Heidelberg), Life Technologies (Darmstadt), Merck (Darmstadt), New England 
Biolabs (NEB, Frankfurt), Promega (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich 
(Heidelberg), Thermo Fisher Scientific (Schwerte), Peqlab (Erlangen), BD (Heidelberg), 
Roche Diagnostics (Mannheim) 
3.1.2 Standardlösungen und Medien 
 
TAE:    40 mM  Tris 
    0,114% Essigsäure 
1 mM   EDTA, pH 8,0 
 
DPBS:  Gibco DPBS, no Calcium, no Magnesium (Life Technologies) 
 
10 x PBS: 1,37 M  NaCl,  
27 mM  KCl,  
18 mM  KH2PO4, 
101 mM  Na2HPO4 
pH 7,4 mit NaOH 
 
20 x SSC:   Invitrogen UltraPure 20 x SSC (Life Technologies)  
   
 
Medien für die Kultur von Bakterien 
 
LB-Medium:   1 %   Trypton 
0,5 %  Hefeextrakt  
1 %   NaCl 
pH 7,5 mit NaOH 
 
LB-Agar:   LB-Medium 
1,2 %   Agar 
 
Antibiotika 100 µg/ml Ampicillin 
 
Medien für die Kultur von Zellen 
 
RPMI    Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium 
    2 g/l D-Glukose, 2 g/l NaHCO3 
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MEM Eagle   Minimum Essential Medium (MEM) Eagle 
    Earle's Salts, 0,292 g/l L-Glutamin, 2,2 g/l NaHCO3 
 
Gibco D-MEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 
            4,5 g/l D-Glukose, 0,58 g/l L-Glutamin und 3,7 g/l NaHCO3 
 
ATCC D-MEM DMEM mit reduziertem NaHCO3-Gehalt von 1,5 g/l 
 
Opti-MEM® I   serumreduziertes Medium 
 
GlutaMAX   besonders stabiler L-Glutamin-Medienzusatz 
  
FKS    fetales Kälberserum (hitzeinaktiviert) 
 
Trypsin/EDTA  Verdauungsenzym zum Ablösen adhärenter Zellen 
 
Antibiotika   Penicillin / Streptomycin 
    Zeocin (Invivogen, Toulouse, Frankreich) 
    Blasticidin (Invivogen, Toulouse, Frankreich) 
    Hygromycin (Invivogen, Toulouse, Frankreich) 
    Doxycyclin (Sigma Aldrich) 




E. coli DH5α: F´, endA1, hsdR17, (rk-mk+), supE44, thi-1, recA1, gyrA, (Nalr), 





HeLa Zelllinie aud Epithelzellen eines Zervixkarzinoms 
 ATCC Number CCL-2, adhärent 
 
HEK293 humane embryonale Nierenzelllinie  
 ATCC-Number CRL-1573, adhärent 
 
Flp-InTM-T-RExTM-293 Zelllinie für die Generierung stabiler Expressionszelllinien 
 Life Technologies Katalog-Nr. R780-07, adhärent 
 Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. G. Ryffel  
 
HCN-1A   humane Zelllinie mit Ursprung kortikale Neuronen 
    ATCC-Nummer CRL-10442, adhärent 
 
HCN-2   humane Zelllinie mit Ursprung kortikale Neuronen 
 ATCC-Nummer CRL-10742, adhärent 
 
LAN-1 Neuroblastomzelllinie; adhärent 
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IMR-5  Neuroblastomzelllinie; adhärent 
 
SH-SY5Y Neuroblastomzelllinie; adhärent 
 
D283 Medulloblastomzelllinie; adhärent 
 
DAOY Medulloblastomzelllinie; adhärent 
 
 
Die Neuroblastom und Medulloblastomzelllinien wurden freundlicherweise zur Verfügung 
gestellt von Dr. A. Schramm (Kinderklinik des Universitätsklinikums Essen). Material der 




pCMV6-Entry_C15orf2 Expressionsvektor für die Überexpression von C15orf2 
(OriGene, Cat.No. RC224310) 
 
pcDNA5/FRT/TO© Vektor für die Integration von Genen in Flp-InTM-T-RExTM-Zellen  
(Life Technologies, Cat. No. V6520-20) 
 
FRT-GFP2 pcDNA5/FRT/TO-Kontrollvektor mit integriertem GFP (Lucas 
et al. 2005), freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. 
Dr. G. Ryffel 
 
pCSFLPe Vektor für die Expression der Flp-Rekombinase (Senkel et al. 




DNA-Größenmarker:  1 kb DNA Ladder (Life Technologies)  
pUC19 DNA/MspI (HpaII) Marker (Thermo Fisher Scientific) 
MassRulerTM Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher 
Scientific) 
MassRulerTM DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific) 
Applied Biosystems GeneScanTM LIZTM 500 Size Standard (Life 
Technologies) 
 
Protein-Größenmarker: PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) 
PageRuler Prestained Plus Protein Ladder (Thermo Fisher 
Scientific) 
3.1.6 Oligonukleotide 
Die verwendeten Primer und Sonden, die zum Teil mithilfe der Programme Primer3Plus 
(http://primer3plus.com), Methprimer (http://www.urogene.org/methprimer/) und dem Assay-
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Design-Center des Roche UPL-Systems (https://www.roche-applied-
science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=uplct_030000) erstellt wurden, sind im Anhang in 
Tabelle A1 aufgeführt. 
3.1.7 Antikörper 
Die Verdünnungen der Antikörper waren anwendungsspezifisch und sind in den Abschnitten 
3.2.2.3 und 3.2.8.3 aufgeführt. 
3.1.7.3 Primärantikörper 
Auftragsanfertigungen der Firma Eurogentec (Köln) durch Immunisierung von Kaninchen  
Rabbit-anti-C15orf2 polyclonal antibody Peptidnummer EP073421 
Epitop TPQPKFEAPDGQPQK (AS 644-658) des C15orf2 Proteins 
Rabbit-anti-C15orf2 polyclonal antibody Peptidnummer EP093563 
Epitop KSPEYKRNSRILEDKC (AS 371-386) des C15orf2 Proteins 
Rabbit-anti-C15orf2 polyclonal antibody Peptidnummer EP093564 
Epitop IPLMSGKRMPDEKPFC (AS 294-309) des C15orf2 Proteins 
  
Andere Primärantikörper 
Rabbit-anti-C15orf2 polyclonal antibody, Katalog-Nr. AP8982c (Abgent, San Diego, CA, 
USA)  
Stratagene Mouse-anti-FLAG M2 monoclonal antibody, Katalog-Nr. 200471 (Agilent, 
Waldbronn) 
Mouse-anti-NPC monoclonal antibody Mab414, Katalog-Nr. ab24609 (Abcam, Cambridge, 
UK) 
Mouse-anti-Lamin A/C monoclonal antibody, Katalog-Nr. sc-7292 (Santa Cruz, Santa Cruz, 
CA, USA) 
Mouse-anti-Lamin B1 monoclonal antibody, Katalog-Nr. 33-2000 (Life Technologies) 
Goat-anti-Lamin B1 polyclonal antibody, Katalog-Nr. sc-6217 (Santa Cruz, Santa Cruz, CA, 
USA) 
Rabbit-anti-GAPDH monoclonal antibody, Katalog-Nr. 2118 (Cell Signaling, Danvers, MA, 
USA)  
3.1.7.2 Sekundärantikörper 
Sekundärantikörper für die Detektion auf Western-Blots 
Goat-anti-Rabbit HRP Conjugated Katalog-Nr. 1858415 (Thermo Fisher Scientific) 
Goat-anti-Mouse HRP Conjugated Katalog-Nr. 1858413 (Thermo Fisher Scientific) 
 
Sekundärantikörper für die Detektion in Immunfluoreszenzfärbungen 
Goat-anti-Rabbit Cy3, Katalog-Nr. 111-165-003 (Dianova, Hamburg) 
Molecular Probes® Goat-anti-mouse Alexa Fluor® 488 Katalog-Nr. A-11001 (Life 
Technologies) 
Molecular Probes® Donkey-anti-mouse Alexa Fluor® 594 Katalog-Nr. A-21203 (Life 
Technologies) 
Molecular Probes® Donkey-anti-goat Alexa Fluor® 488 Katalog-Nr. A-11055 (Life 





Post mortem Nervengewebsproben aus dem präfrontalen und temporalen Neokortex von drei 
Personen stammen aus der Netherlands Brain Bank (NBB; Koordinator: Dr. I. Huitinga) und 
wurden freundlicherweise von Dr. Johannes van de Nes am Institut für Pathologie und 
Neuropathologie des Universitätsklinikums Essen zur Verfügung gestellt. Die NBB hatte 
Erlaubnis, die Gehirnautopsie durchzuführen und Proben für Forschungszwecke zu 
entnehmen. Die Proben stammen von Personen im Alter von 62 bis 92 Jahren und wurden bis 
zu 7 h nach Eintritt des Todes entnommen und anschließend bei -80°C gelagert. 
Blutproben für die Präparation von DNA stammen von anonymisierten Blutspendern am 
Institut für Transfusionsmedizin des Universitätsklinikums Essen. 
3.1.9 DNA und cDNA 
Die für die Exon-Connection-PCR verwendete cDNA wurde freundlicherweise von Danuta 
Galetzka (Institut für Humangenetik, Universitätsklinik Mainz) zur Verfügung gestellt. 
Für die Expressionsanalysen am Rind wurde das cDNA Panel BD-010 der Firma Zyagen (San 
Diego, CA, USA) verwendet, zusammengestellt aus den Proben BD-242 Bovine Brain 
Caudate Nucleus cDNA, BD-202 Bovine Brain Cerebellum cDNA, BD-210 Bovine Brain 
Cerebral Cortex cDNA, BD-203, Bovine Brain Hippocampus cDNA, BD-204 Bovine Brain 
Hypothalamus cDNA, BD-901 Bovine Kidney cDNA, BD-314 Bovine Liver cDNA, BD-413 
Bovine Placenta cDNA, BD-102 Bovine Skeletal Muscles cDNA, BD-401 Bovine Testis 
cDNA sowie genomischer Kontroll-DNA aus Testis. 
DNA aus der Milz eines Weißbüschelaffen wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Gromoll 
aus dem Institut für Reproduktions- und Regenerationsbiologie der Universität Münster zur 
Verfügung gestellt. DNA aus fetalem Gehirn wurde von Dr. Danuta Galetzka am 
Universitätsklinikum Mainz zu Verfügung gestellt (Buiting et al. 2007). DNA aus Spermien 
von PD. Dr. Osman El-Maarii vom Universitätsklinikum Bonn zur Verfügung gestellt. 
 
3.2 Methoden 
3.2.1 Allgemeine DNA und RNA Methoden 
Hier sind DNA- und RNA-Methoden aufgeführt, die häufig verwendet wurden und deshalb in 
den unten aufgeführten speziellen Methoden nicht genau beschrieben werden. 
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3.2.1.1 Isolation von Nukleinsäuren 
Minipräparation von Plasmid-DNA 
Die Plasmid-Präparation im analytischen Maßstab erfolgte aus 1,5 ml Übernachtkultur 
einzelner klonaler Bakterienkolonien mit dem „Plasmid Mini Kit“ (Qiagen, Hilden). Eine 
Kolonie wurde zu 3 ml LB-Medium mit Selektionsantibiotikum gegeben und über Nacht bei 
37 °C und 250 rpm inkubiert. Die Zellen wurden 4 min bei 2655 x g abzentrifugiert und das 
Pellet in 300 µl Puffer P1 resuspendiert. Durch Zugabe von 300 µl Puffer P2 und 4 min 
Inkubation wurden die Zellen lysiert. Anschließend wurden durch Zugabe von 300 µl Puffer 
P3 die Zellproteine gefällt. Proteine und Zelltrümmer wurden 15 min bei 20817 x g und 4 °C 
abzentrifugiert. Zur Fällung der Plasmid-DNA wurde der Überstand mit 500 µl Ethanol 
absolut versetzt und 20 min bei 17949 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 300 µl 70 % 
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30 µl ddH2O aufgenommen. 
 
Maxipräparation von Plasmid-DNA 
Für Plasmid-Präparationen im größeren Maßstab wurde das „Plasmid Maxi Kit“ (Qiagen, 
Hilden) nach Anweisung des Herstellers verwendet. Hierfür wurde eine Vorkultur in LB-
Medium mit Selektionsantibiotikum für 8 h bei 37 °C und 250 rpm inkubiert, 250 ml LB-
Medium mit 0,5 ml der Vorkultur inokuliert und diese über Nacht bei 37°C und 250 rpm 
inkubiert. Die Zellen wurden 10 min bei 4424 x g abzentrifugiert und das Pellet in 10 ml 
Puffer P1 resuspendiert. Durch Zugabe von 10 ml Puffer P2 und 4 min Inkubation wurden die 
Zellen lysiert. Anschließend wurden durch Zugabe von 10 ml Puffer P3 und 20-minütige 
Inkubation auf Eis die Zellproteine gefällt. Proteine und Zelltrümmer wurden 30 min bei 
17696 x g abzentrifugiert, danach wurde der Überstand noch einmal 10 min bei 6076 x g und 
4 °C zentrifugiert. Die Plasmide wurden über Ionenaustauscher-Säulen aufgereinigt. Die 
Säule wurde zunächst mit 10 ml Puffer QBT equilibriert. Dann wurde die Plasmid-DNA aus 
dem Überstand an die Säule gebunden. Anschließend wurde die Säule mit 30 ml Puffer QC 
gewaschen und die DNA mit 15 ml Puffer QF eluiert. Das Eluat wurde mit 10,5 ml 
Isopropanol versetzt und 30 min bei 6076 x g und 4°C zentrifugiert. Zuletzt wurde das Pellet 
mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 µl H2O gelöst. 
 
Isolation von genomischer DNA mit dem Flexigene-Kit (Qiagen, Hilden) 
Für die Präparation von DNA aus Blut wurde das Flexigene-Kit von Qiagen nach 
Anweisungen des Herstellers verwendet. Dabei wurden 3 ml EDTA-Blut zu 7,5 ml FG1-
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Puffer gegeben und fünfmal invertiert. Die Zellkerne wurden 5 min bei 2000 x g 
abzentrifugiert und das Pellet in 1,5 ml FG2-Puffer mit Proteinase K homogenisiert. Nach 
zehnminütiger Inkubation im 65 °C Wasserbad wurde die DNA durch Zugabe von 1,5 ml 
Isopropanol gefällt. Die DNA wurde für 3 min bei 2000 x g zentrifugiert und das Pellet in 1,5 
ml 70 % Ethanol gewaschen (3 min 2000 x g). Das DNA-Pellet wurde getrocknet und in 300 
µl FG3-Puffer aufgenommen. Zum Lösen wurde die DNA 1 h bei 65 °C im Heizblock 
inkubiert und anschließend über Nacht auf einem Taumel-Rollenmischer bewegt. 
 
Isolation von genomischer DNA mit der BioRobot EZ1 Workstation (Qiagen, Hilden)  
Für die Isolation von genomischer DNA aus Zellkulturen wurde das Tissue Kit der BioRobot 
EZ1 Workstation nach den Vorgaben des Herstellers verwendet. Die Zellen wurden zunächst 
mit PBS gewaschen, dann mithilfe eines Zellschabers in 1 ml PBS aufgenommen und im 
Roboter platziert. Die Aufreinigung funktionierte vollautomatisch durch magnetische Perlen, 
welche DNA in Anwesenheit chaotroper Salze an ihre Oberfläche binden. Die an die 
Magnetperlen gebundene DNA wurde in Waschschritten von den übrigen Zellbestandteilen 
getrennt und anschließend in 50 µl Elutionspuffer von den Perlen gelöst. 
 
Isolation von RNA mit dem RNeasy Kit (Qiagen, Hilden) 
Die Präparation der RNA aus Zellkultur erfolgte mit dem RNeasy Kit. Die Zellen wurden mit 
PBS gewaschen, mithilfe eines Zellschabers in 1 ml PBS aufgenommen und 5 min bei 300 x 
g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 700 µl Puffer RLT mit 1 % Beta-Mercaptoethanol 
resuspendiert, in eine QIAshredder Säule überführt und 2 min bei maximaler Geschwindigkeit 
zentrifugiert. Anschließend wurde das homogenisierte Lysat mit einem Volumen 70 % 
Ethanol gemischt, in eine RNeasy Spin Säule pipettiert und 1 min bei 8000 x g an die Säule 
gebunden. Anschließend wurde die Säule mit 350 µl Puffer RW1 gewaschen (15 sec,  8000 x 
g). An dieser Stelle wurde ein DNaseI-Verdau durchgeführt, um mögliche DNA-
Kontaminationen zu entfernen. Dazu wurden 3 U DNaseI in 70 µl Puffer RDD auf die Säule 
gegeben und bei 25 °C für 15 min inkubiert. Nach dem DNase-Verdau wurde die Säule 
wieder mit 350 µl Puffer RW1 und anschließend mit 500 µl Puffer RPE gewaschen (jeweils 
15 sec 8000 x g). Anschließend wurde die Säule nochmals mit 500 µl Puffer RPE für 2 min 
bei 8000 x g gewaschen und Ethanolrückstände durch einminütige Zentrifugation bei 
maximaler Geschwindigkeit entfernt. Die RNA wurde in 30 - 50 µl RNase-freiem Wasser 
eluiert, sofort auf Trockeneis schockgefroren und bei –80 °C gelagert. 
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Isolation von genomischer DNA und RNA mit dem Allprep Kit (Qiagen, Hilden) 
Die  DNA- und RNA-Präparation aus Hirngewebe wurde mit dem Allprep Kit nach den 
Empfehlungen des Herstellers, jedoch mit leichten Abänderungen, durchgeführt. Mit dieser 
Methode konnte sichergestellt werden, dass DNA und RNA aus demselben Gewebestück 
stammten, was für die vergleichende Analyse von DNA-Methylierung und RNA-Expression 
sinnvoll war. Hierzu wurden zunächst 20 - 30 mg des Gewebestücks auf Trockeneis 
abgeschnitten und in gefrorenem Zustand in ein Lysing Matrix D Gefäß (MP Biomedicals 
Eschwege) überführt. Das Gewebestück wurde mit 600 µl Puffer RLT / 1% Beta-
Mercaptoethanol überschichtet und 45 sec auf der höchsten Stufe in einem Savant FastPrep 
FP 120 Cell Disruptor (Thermo Fisher Scientific) mechanisch aufgebrochen. Das 
homogenisierte Gewebe wurde in eine QiaShredder Säule überführt und 2 min bei maximaler 
Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Durchfluss wurde noch einmal 3 min bei maximaler 
Geschwindigkeit zentrifugiert, um noch verbliebene unlösliche Komponenten abzutrennen, 
und der Überstand wurde in eine AllPrep DNA Spin Säule pipettiert. Durch 30-sekündige 
Zentrifugation bei 8000 x g wurde die DNA an die Säule gebunden. Diese wurde bis zur 
Weiterverarbeitung bei 4 °C verwahrt. Aus dem Durchfluss wurde die RNA aufgereinigt. 
Dazu wurde das Lysat mit 430 µl Ethanol absolut gemischt, in eine RNeasy Spin Säule 
pipettiert und 25 sec bei 8000 x g an die Säule gebunden. Ein DNase-Verdau sowie die 
weitere Aufreinigung der RNA erfolgten wie für das RNeasy-Kit beschrieben (s.o.). Für die 
Aufreinigung der genomischen DNA wurde die DNA-Säule für 15 sec bei 8000 x g mit 500 
μl Puffer AW1 gewaschen und anschließend für 2 min bei maximaler Geschwindigkeit mit 
500 µl Puffer AW2 gewaschen. Um Pufferreste zu entfernen, wurde die Säule noch einmal 
bei maximaler Geschwindigkeit für eine Minute zentrifugiert. Die DNA wurde mit 100 µl auf 
70 °C erhitztem Puffer EB für 2 Minuten inkubiert und bei 8000 x g für 1 min eluiert. 
3.2.1.2 Reverse Transkription von RNA 
Die reverse Transkription von RNA in cDNA erfolgte normalerweise mit Random-
Hexameren als Primer, für den Nachweis des Poly-A-Schwanzes von C15orf2 jedoch mit 
Oligo-dT Primern. Da C15orf2 ein intronloses Gen ist und DNA-Kontaminationen deshalb 
besonders kritisch wären, wurde ein zusätzlicher DNase-Verdau mit dem RQ1 Kit (Promega) 
unmittelbar vor der reversen Transkription durchgeführt. Die RNA wurde hierzu mit 1 U/µg 
RQ1 RNase-Free DNase und 1 x RQ1 Reaktionspuffer in 10 µl Endvolumen für 30 Minuten 
bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 1 µl RQ1 DNase Stop Solution zu jedem Ansatz 
pipettiert und die Reaktion für 10 Minuten bei 65 °C terminiert. Für die reverse Transkription 
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wurde die RNA (typischerweise 0,2 – 1 µg) unaufgereiningt aus der RQ1-Reaktion 
verwendet. Es wurde das Applied Biosystems® GeneAmp® RNA PCR Kit (Life 
Technologies) nach Anweisungen des Herstellers verwendet. Ein Reaktionsansatz enthielt 
neben der RNA 1 U RNase Inhibitor, je 1 mM dNTPs, 1 x PCR-Puffer, 3 mM MgCl2, 2,5 μM 
Random-Hexamere/Oligo-dT und 2,5 U Reverse Transkriptase (MuLV) in einem 
Endvolumen von 20 μl. Die reverse Transkription erfolgte im Thermocycler durch 10 min 
Annealing bei 21 °C, 15 min reverse Transkription bei 42 °C und 5 min Denaturierung bei 99 
°C. Kontrollreaktionen ohne reverse Transkriptase wurden standardmäßig mitgeführt. Um die 
RNA auf DNA-Kontaminationen zu überprüfen, wurde zudem standardmäßig eine Kontroll-
PCR (siehe Abschnitt 3.2.1.3) mit intronüberspannenden Primern für das Haushaltsgen  ACTB 
durchgeführt, die von DNA ein größeres Produkt als von RNA ergibt (Tabelle A1 Primer 1-
2). 
3.2.1.3 Polymerasekettenreaktion 
Die Amplifikation bestimmter Sequenzen von DNA oder cDNA erfolgte durch Polymerase-
kettenreaktion (PCR) nach Mullis et al. (1986). Im Normalfall wurde dafür die AmpliTaq® 
Gold DNA Polymerase (Roche) verwendet. Der Reaktionsansatz enthielt dabei Template-
DNA (typischerweise bei genomischer DNA 50 - 100 ng und bei cDNA bis zu 1 µg), 3 mM 
MgCl2, jeweils 150 µM dNTPs, 0,4 µM je Primer, 1 x PCR-Puffer und 1 - 2 U Polymerase in 
einem Endvolumen von 25 - 50 µl. In der Regel wurden 35 Zyklen aus Denaturierung bei 95 
°C für 30 sec, Primer-Annealing (mit Primer-spezifischer Temperatur) für 30 sec und 
Elongation bei 72 °C für 1 min durchgeführt. Da die AmpliTaq® Gold DNA Polymerase eine 
Aktivierungsphase benötigt, wurde vor dem ersten Zyklus eine Denaturierungsphase von 10 
min bei 95 °C eingefügt. Nach dem letzten Zyklus folgte eine finale Elongationsphase von 7 
min bei 72 °C. Für GC-reiche Sequenzen, die in der Standard-PCR Probleme verursachten, 
wurde eine PCR mit Betain und 7-deaza-dGTP durchgeführt. Betain gleicht den 
Schmelztemperatur-Unterschied zwischen AT und GC Basenpaaren an (Rees et al. 1993). 7-
deaza-dGTP reduziert nach Einbau die Anzahl der Wasserstoffbrücken-Bindungen zu 
Cytosin. Der Reaktionsansatz enthielt 200 ng Template-DNA, 0,5 M Betain (Fluka), 0,5 µl 
dNTPs mit 60% (v/v) 7-deaza-dGTP (2,4 mM 7-deaza-dGTP (Roche), 1,6 mM dGTP, 4 mM 
dCTP, 4 mM dATP, 4 mM dTTP (Fischer 2006)), 3 mM MgCl2, 0,4 µM je Primer, 1 x PCR-
Puffer und 5 U Polymerase in einem Endvolumen von 25 µl. Für besonders lange Sequenzen 
(ab etwa 2,5 kb) wurde das Expand Long Range dNTPack Kit (Roche) nach Anweisungen des 
Herstellers (Startprotokoll) verwendet. 
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3.2.1.4 Quantitative Real-Time PCR 
Bei der quantitativen Real-Time PCR werden die generierten PCR-Produkte während der 
exponentiellen Phase der Amplifikation gemessen. Dadurch kann die relative Ausgangsmenge 
einer Zielsequenz ermittelt werden. Für die benötigten fluoreszenzmarkierten Sonden wurde 
auf die Universal Probe Library (UPL) (Roche) zurückgegriffen, wobei zielgenspezifische 
Assays (Primer und Sonde) mit dem Assay-Design-Center des Roche UPL-Systems 
(www.roche-applied-science.com) entworfen wurden. Die Sonden sind jeweils mit einem 
Reporter- und einem Quencher-Farbstoff markiert, wobei die Fluoreszenz des Reporters im 
Spektrum der Absorption des Quenchers liegt. Durch den Abbau der Sonden während der 
PCR steigt das Fluoreszenz-Signal proportional zum generierten PCR Produkt. Der PCR-
Zyklus, in dem die Fluoreszenz einen gesetzten Schwellenwert übersteigt, wird als Threshold 
Cycle (Ct)-Wert angegeben. Ein Realtime-PCR Ansatz enthielt 0,3125 µM UPL-Sonde, je 1 
µM Primer und 1x TaqMan Universal PCR Master Mix, no AmpErase UNG (Applied 
Biosystems) in einem Reaktionsvolumen von 20 µl. PCR und Fluoreszenzmessung erfolgten 
in einem LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche). Die Datenanalyse wurde nach 
der Delta-Delta-Ct-Methode („Guide to Performing Relative Quantitation of Gene Expression 
Using Real-Time Quantitative PCR“ von Applied Biosytems (Foster City, USA, 
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocuments/
cms_042380.pdf) durchgeführt. Dabei wurde nach der Expression des Haushaltsgens GAPDH  
(Delta-Ct) und einem Standardwert (Delta-Delta-Ct) normalisiert. 
3.2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung von negativ geladenen DNA-Fragmenten nach ihrer Größe erfolgte über 
Minigele aus 1 - 2 % Agarose in 1 x Puffer TAE und 0,4 µg/ml Ethidiumbromid. Die 
Agarosekonzentration richtete sich nach der Größe der zu unterscheidenden DNA-Fragmente, 
wobei kleine Fragmente (um 100 bp) über 2 %, mittlere Fragmente (um 500 bp) über 1,5 % 
und große Fragmente (um 1 kbp) über 1 % Agarose aufgetrennt wurden. Die DNA-Proben 
wurden mit 1 x DNA-Probenpuffer (Thermo Fisher Scientific) aufgetragen. Die 
Elektrophorese erfolgte bei 80 – 120 Volt in TAE-Laufpuffer mit 0,4 µg/ml Ethidiumbromid. 
Das mit der DNA interkalierende Ethidiumbromid ermöglichte es, die DNA auf einem 
Transilluminator unter UV-Licht (302 nm) sichtbar zu machen. Die absolute Größe der DNA-
Fragmente wurde mithilfe von Größenstandards (siehe 3.1.5) abgeschätzt. 
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3.2.1.6 Aufreinigung von DNA-Fragmenten 
Elution aus Agarosegelen 
Wenn eine PCR-Reaktion schwache Nebenprodukte lieferte, die beim weiteren Arbeiten mit 
dem Hauptprodukt stören würden, wurde das Hauptprodukt über eine Gelelution mit dem 
„MinElute Gel Extraction Kit“ (Qiagen) aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte gemäß den 
Angaben des Herstellers, jedoch mit leichten Änderungen. DNA-Fragmente wurden nach der 
Gelelektrophorese mit einem Skalpell unter UV-Licht ausgeschnitten. Das Agarosegelstück 
wurde im dreifachen Gelvolumen Puffer QC für 10 min bei 50 °C aufgelöst. Anschließend 
wurde die DNA mit einem Gelvolumen Isopropanol gefällt und durch Zentrifugation von 1 
min bei 10.000 x g an eine MinElute-Säule gebunden. Die Säule wurde 1 min bei 10.000 x g 
mit 500 µl Puffer QC gewaschen. Dann wurden 750 μl Puffer PE auf die Säule gegeben und 2 
min stehen lassen, um störende Salze zu binden. Die Säule wurde für 1 min bei 10.000 x g 
zentrifugiert und anschließend noch einmal in einem neuen Auffanggefäß leer zentrifugiert (2 
min, 10.000 x g). Danach wurden Ethanol-Rückstände vorsichtig vom unteren Rand der Säule 
abpipettiert, ohne die Membran zu berühren, und die Säule für 15 min offen stehen gelassen, 
um Ethanolrückstände auf der Membran verdunsten zu lassen. Die DNA wurde in zwei 
Elutionsschritten von je 10 µl H2O eluiert (20 μl  Elutionsendvolumen). Dabei wurde auf 50 
°C erwärmtes Wasser jeweils eine Minute mit der Membran inkubiert und dann 1 min bei 
10.000 x g in ein sauberes Reaktionsgefäß abzentrifugiert. 
 
Aufreinigung mit dem „High pure PCR Purification Kit“ (Roche) 
Für die Aufreinigung von PCR-Produkten oder Restriktionendonuklease-Verdaus mit dem 
„High Pure Purification Kit“ nach den Angaben des Herstellers wurde die Reaktion auf 100 µl 
Volumen gebracht, mit 500 µl Binding Puffer gemischt und in eine High Pure Filter-Säule 
pipettiert. Die Säule wurde 1 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und 
anschließend erst mit 500 µl, dann mit 200 µl Wash Puffer gewaschen (1 min, maximale 
Geschwindigkeit). Dann wurde die DNA in 50 µl Elution Puffer für 1 min bei maximaler 
Geschwindigkeit eluiert. Unmittelbar vor der Konzentrationsbestimmung der DNA (siehe 
3.2.1.7) wurde die Lösung noch einmal für 1 min bei maximaler Geschwindigkeit 
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Aufreinigung durch ExoSAP 
Wenn die Spezifität der PCR ausreichend war, wurden PCR-Produkte mit USB® ExoSAP-IT® 
PCR Product Cleanup® (Affimetrix) nach den Vorgaben des Herstellers aufgereinigt. Dabei 
werden Primer und Nukleotide degradiert, es kommt aber zu keinerlei Verlust an 
doppelsträngigen PCR-Produkten. Ein Reaktionsansatz mit 5 µl PCR-Produkt wurde mit 2 µl 
ExoSAP-Reagenz 15 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde das ExoSAP-Reagenz 15 min 
bei 80 °C inaktiviert. Für die direkte Sequenzierung nach Sanger (siehe 3.2.1.8) wurden 
spezifische PCR-Produkte ohne jede Aufreinigung eingesetzt. 
3.2.1.7 Konzentrationsbestimmung von Nucleinsäuren 
Die Konzentration von DNA und RNA wurde photometrisch mit einem NanoDrop® ND-1000 
UV/Vis-Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Dabei wurde die optische 
Dichte (OD) gemessen. Bei DNA entspricht eine OD bei 260 nm (OD260) von 1 einer 
Konzentration von 50 µg/ml. Bei reiner DNA sollte der Quotient OD260 / OD280 etwa 1,8 
betragen. Bei RNA entspricht eine OD260 von 1 einer Konzentration von 40 µg/ml. Bei reiner 
RNA sollte der Quotient OD260 / OD280 zwischen 1,8 und 2,1 liegen. 
3.2.1.8 Sanger-Sequenzierung 
Normalerweise erfolgte die Sequenzierung von DNA nach der Didesoxy-Kettenterminations-
Methode (Sanger et al. 1977). Dabei wird ein einzelner sequenzspezifischer Primer 
nichtzyklisch verlängert bis durch den Einbau von Didesoxynukleotiden ein Kettenabbruch 
erfolgt. Die basenspezifisch fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide sind in einer solchen 
Konzentration beigemischt, dass der Kettenabbruch während der Reaktion an jeder Position 
des zu sequenzierenden Fragments auftreten wird. Durch elektrophoretische Auftrennung der 
Fragmente und gleichzeitige Fluoreszenzmessung kann die DNA-Sequenz anschließend in 
einem automatischen Sequenziergerät ermittelt werden. Für die Sequenzreaktion wurde das 
Applied Biosystems BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies) 
verwendet. Ein Reaktionsansatz bestand aus bis zu 500 ng DNA, 0,5 µM Primer und 2 - 4 µl 
BigDye® in einem Endvolumen von 10 µl. Die Reaktion erfolgte im Thermocycler in 25 
Zyklen von Denaturierung (10 s bei 96 °C), Annealing (5 s mit Primer-spezifischer 
Temperatur) und Elongation (4 min bei 60 °C). Die Produkte wurden über eine Sephadex 
Gelfiltration (GE Healthcare, München) aufgereinigt, um freie Didesoxynukleotide zu 
entfernen. Vor der elektrophoretischen Auftrennung mit einem ABI PRISM® 3100 Genetic 
Analyzer (Life Technologies) wurde die DNA mit Formamid versetzt. Die Analyse der 
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Sequenzen erfolgte mit den Programmen Applied Biosystems Sequencing Analysis 5.3.1 
(Life Technologies) und Geneious (Biomatters, Auckland, Neuseeland).  
3.2.2 Allgemeine Protein Methoden 
Hier sind Methoden aufgeführt, die für die Arbeit mit Proteinen häufig verwendet wurden und 
in den unten aufgeführten speziellen Methoden nicht genauer beschrieben sind. 
3.2.2.1 Proteinaufreinigung aus kultivierten Zellen 
Zur Präparation von Gesamtzell-Proteinen aus Zellkulturen wurden adhärent gewachsene 
Zellen zunächst mit PBS gewaschen und anschließend mithilfe eines Zellschabers in 1 ml 
PBS aufgenommen. Die Zellen wurden 5 min bei 10.000 x g zentrifugiert und das Pellet in 
Gesamtzellextrakt- (Whole-Cell-Extract-, WCE-) Puffer mit Proteaseinhibitoren 
resuspendiert. Danach wurde das Lysat bei allen Schritten auf Eis gekühlt. Zur vollständigen 
Lyse der Zellen und zur Fragmentierung der DNA wurden die Zellen mit einem Branson 
Sonifier® Ultraschall Cell Disruptor mit 3 mm Mikrospitze für 10 s bei 50 % Einschaltdauer 
und 30 % Ausgangsleistung homogenisiert. Anschließend wurden unlösliche Zellbestandteile 
bei 4 °C und maximaler Geschwindigkeit für 15 min abzentrifugiert und der Überstand in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt. 3,3 μl des Überstandes wurden zur 
Konzentrationsbestimmung nach Bradford mit 1 ml „Coomassie Plus Protein Assay Reagent“ 
(Thermo Fisher Scientific) versetzt, invertiert und 5 min bei RT inkubiert. Die Absorption bei 
595 nm wurde mit einem Pharmacia Ultraspec 2000 UV/VIS Spectrophotometer gemessen. 
Die Proteinkonzentration wurde anhand einer auf gleiche Weise erstellten BSA-Eichkurve 
berechnet. 
  
WCE Puffer    30 mM Tris-HCL, pH 8 
     0,42 M NaCl 
     0,5 mM EDTA 
     20 % Glycerol 
1x Halt Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail 
(Thermo Fisher Scientific) 
 
3.2.2.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  
Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer molekularen Masse erfolgte über 
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970). 
Denaturierende 7,5 % Polyacrylamidgele wurden in Mini-Gel-Apparaturen (BIO-RAD, 
München) gegossen. Pro Spur wurden 10 - 40 μg Protein mit 1 x SDS-Probenpuffer in 10 - 20 
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µl Volumen für 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte in 1 x SDS-
Laufpuffer bei 15 mA im Sammelgel und 20 mA im Trenngel.  
 
Tabelle 1: 7,5 % SDS-Polyacrylamid Gel (für 2 Mini-Gele) 
 Sammelgel Trenngel 
Rotiphorese® Gel 30 (Roth) 0,65 ml 2 ml 
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 - 2 ml 
0,5 M Tris-HCl pH 6,8 1,25 ml - 
ddH2O 3,1 ml 4 ml 
20 % SDS 25 μl 40 μl 
10 % Ammoniumpersulfat 25 μl 40 μl 
TEMED 10 μl 20 μl 
 
 
SDS-Laufpuffer:   0,125 M  Tris 
0,2 M   Glyzin 
0,1 %   SDS 
 
4x SDS-Probenpuffer:  250 mM  Tris-HCl pH 6,8 
8 %   SDS 
40 %   Glycerin 




Für die Antikörperdetektion wurden Proteine per Western-Blot aus dem Polyacrylamidgel auf 
eine Nitrocellulosemembran übertragen. Der Transfer erfolgte nach dem Semi-dry-Verfahren 
(Transfer-Apparatur der Firma BIO-RAD, München). Dazu wurden auf der Graphit-Anode 
der Reihe nach ein Stück Whatman-Papier (Extra Thick Blot Paper, BIO-RAD, München), 
ein Stück Amersham Hybond-C Extra Membran (GE Healthcare, München), das Protein-
Minigel und ein weiteres Stück Whatman-Papier aufgeschichtet. Alle Komponenten wurden 
im Vorhinein mit Transfer-Puffer durchtränkt und während des Schichtens luftblasenfrei 
gehalten. Der Transfer erfolgte bei 20 Volt für 1 h. Die Nitrocellulosemembran wurde 
anschließend in TBST Puffer überführt und zur Kontrolle des Proteintransfers mit Ponceau-
Lösung gefärbt. Wenn Teile der Membran mit mehreren unterschiedlichen Antikörpern 
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gefärbt werden sollten, wurde die Membran an dieser Stelle entsprechend geteilt. 
Anschließend wurde die Membran mit TBST wieder entfärbt und mit Blocklösung für 1 h 
unter leichtem Schwenken inkubiert, um Bindungsstellen für Proteine auf der Membran 
abzusättigen. Danach wurde die Membran über Nacht bei 4 °C auf einer Teflonplatte mit dem 
Primärantikörper inkubiert. Dabei wurden die Antikörper in Blockpuffer folgendermaßen 
verdünnt: Rabbit-anti-C15orf2-EP073421 1:5000, Rabbit-anti-C15orf2-AP8982c 1:1000,  
Mouse-anti-FLAG 1:2500, Mouse anti-NPC-Mab414 1:1000, Mouse anti-Lamin B1 1:100 
und Rabbit anti-GAPDH 1:5000. Die Membran wurde dreimal mit TBST gewaschen und für 
1 h bei RT auf einer Teflonplatte mit dem Meerrettich-Peroxidase- (HRP-) konjugierten 
Sekundärantikörpern inkubiert. Dabei wurden die Antikörper in Blockpuffer 1:1000 verdünnt. 
Die Membran wurde wieder dreimal mit TBST gewaschen und dann mit dem „Super Signal 
West Dura Extended Duration Substrate“ (Thermo Fisher Scientific) für 5 min entwickelt. Die 
Detektion erfolgte entweder mit Super RX Röntgenfilmen (Fujifilm, Düsseldorf) und 
Entwicklerlösungen (AGFA Healthcare) oder mit einem Intas Chemilumineszenz-Imager und 
dem Programm Chemostar Professional (Intas, Göttingen). Die Expositionszeiten variierten 
von 5 sec bis 20 min. Wenn Western-Blot-Bandenintensitäten quantifiziert wurden, wurde die 
Quantity One® Software (BioRad) verwendet. 
 
Transfer-Puffer:   48 mM  Tris 
39 mM  Glyzin 
0,035 %  SDS 
15 %  Methanol 
 
TBST:    10 mM Tris 
    150 mM NaCl 
    0,05 %  Tween-20 
 
Blockpuffer:    5 %   Magermilchpulver 
in TBST 
3.2.3 Zellkultur 
Die humanen Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37 °C mit 5 % CO2  und  95 %  
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgeführt 
und sämtliche Geräte und Lösungen vor Gebrauch sterilisiert. 
3.2.3.1 Auftauen der Zellen 
Die in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden auf Trockeneis transportiert und im 37 
°C Wasserbad zügig aufgetaut. Unmittelbar nach dem Auftauen wurden die Zellen in ein 15 
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ml-Kulturröhrchen überführt und mit 9 ml vorgewärmten Kulturmedium versetzt. 
Die Zellen wurden für 5 min bei 150 x g sedimentiert, das Zellpellet in Kulturmedium 
resuspendiert und je nach Zellzahl in eine 25 cm2 oder 75 cm2 Kulturflasche überführt. 
HEK293-, HeLa- und Flp-In-T-REx293-Zelllinien wurden in Gibco-DMEM mit 10 % FKS 
und Penicillin-Streptomycin kultiviert. Flp-In-T-REx293-Zelllinien wurden zudem mit den 
Selektionsantikörpern Zeocin (100 µg/ml) und Blasticidin (15 µg/ml) kultiviert. Flp-In-T-
REx293 Zelllinien mit integriertem Transgen (siehe Abschnitt 3.2.7.3) wurden mit 
Hygromycin (100 µg/ml) und Blasticidin kultiviert. HCN-1A und HCN-2 wurden mit ATCC-
DMEM mit 10 % FKS und Penicillin-Streptomycin kultiviert. Neuroblastomzelllinien und die 
Medulloblastomzelllinie DAOY wurden mit RPMI-Medium mit GlutaMAX Medienzusatz, 
10 % FKS und Penicillin-Streptomycin kultiviert. Die Medulloblastomzelllinie D293 wurde 
in MEM-Eagle Medium mit 10 % FKS und Penicillin-Streptomycin kultiviert. 
3.2.3.2 Kultivierung der Zellen 
Das Zellkulturmedium wurde alle 2 – 3 Tage erneuert, indem es von den adhärenten Zellen 
abgesaugt und frisches, vorgewärmtes Medium hinzugegeben wurde. Die Zelllinien wurden 
grundsätzlich bei Erreichen von Konfluenz passagiert, wobei sich die Höhe einer Passage 
nach Erfahrungswerten mit dem Wachstum der Zelllinie richtete. HEK293 und Flp-In-T-
REx293-Zelllinien wurden bei einer Zelldichte von etwa 1 x 107 Zellen pro 75 cm2 
Zellkulturflasche (Nunc) 1:10 bis 1:20 passagiert. Die kortikalen Zelllinien HCN-1A und 
HCN-2 wuchsen extrem langsam und wurden maximal 1:3 passagiert. Das Kulturmedium 
wurde hierfür von den adhärenten Zellen abgesaugt, die Zellen mit DPBS gewaschen und 
zum Ablösen etwa 5 min bei 37 °C mit 1 - 2 ml Trypsin/EDTA inkubiert. Um das Trypsin zu 
inaktivieren, wurden die abgelösten Zellen in mindestens dem vierfachen Volumen FKS-
haltigem Kulturmedium resuspendiert. Daraufhin wurden die Zellen 5 min bei 150 x g 
sedimentiert, das Pellet in frischem Kulturmedium gründlich resuspendiert und auf 
Zellkulturflaschen verteilt. Für die neuronale Differenzierung von SH-SY5Y wurden die 
Zellen 14 Tage lang mit 25 µM Retinsäure in DMSO behandelt. Dabei wurde das 
Kulturmedium täglich gewechselt. Kontrollzellen wurden parallel mit DMSO behandelt. 
3.2.3.3 Einfrieren von Zellen 
Zur Kryokonservierung wurden die Zellen wie zum Passagieren trypsinisiert und 
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in 6 ml frisch angesetztem Einfriermedium 
(Kulturmedium mit 20 % FKS und 10 % DMSO) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde 
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zügig auf sechs Nunc CryotubeTM Röhrchen (Thermo Fisher Scientific) verteilt und über 
Nacht in einem Isopropanolbad langsam auf – 80 °C abgekühlt. Anschließend wurden die 
Zellen in flüssigem Stickstoff dauerhaft gelagert. 
3.2.4 Bioinformatische Methoden 
Datenbanksuchen 
Für die Proteinsequenzanalyse wurde eine Signaturerkennungssuche mit der InterProScan-
Software (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/, (Quevillon et al. 2005) gemacht. Diese 
Analyse wurde von Prof. Dr. Daniel Hoffmann, Abteilung für Bioinformatik der Universität 
Duisburg-Essen durchgeführt. Die Ähnlichkeit zu anderen Proteinfamilien wurde außerdem 
mit NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) analysiert. Dabei wurde der BLASTp 
Algorithmus unter Einbezug aller humanen Proteinsequenzen verwendet. 
Für die evolutionären Analysen wurden die NCBI-Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) mit 
dem megaBLAST-Algorithmus und die UCSC-Genombrowser-Datenbank (genome.ucsc.edu) 
mit dem BLAT-Algorithmus durchsucht. Wenn die C15orf2-Gensequenz als Suchanfrage 




Für die Vorhersage von Transmembrandomänen wurde die Website SOSUI 
(http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/sosui_submit.html) (Hirokawa et al. 1998) verwendet. 
Die Wahrscheinlichkeit für intrinsisch ungeordnete Regionen innerhalb der C15orf2 
Proteinsequenz wurde mithilfe des Programms Disopred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/disopred/) 
und die Sekundärstruktur mit dem Programm Psipred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) 
vorhergesagt (Ward et al. 2004). 
 
Alignments 
Alle Sequenzalignments wurden mit der Geneious Pro Software (Biomatters Ltd, Auckland, 
Neuseeland), Versionen 5.6 - 6.2 erstellt.  
Das Protein-Alignment von C15orf2 und POM121 wurde mit dem ClustalW-Alignment-Tool 
mit Standardeinstellungen für Aminosäuresequenzen erstellt. Hierfür wurden alle Isoformen 
der beiden humanen POM121 Proteine (POM121A und POM121C) mit C15orf2 aligned. Zur 
besseren Übersichtlichkeit wurden in Abbildung 11 nur die jeweils längsten Isoformen 
dargestellt.  
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Paarweise und multiple DNA-Alignments wurden mit dem Geneious-Alignment-Tool oder 




Intronlose ORFs wurden mit der „Find ORFs“-Option in der Geneious Pro Software, 
Versionen 5.6 - 6.2 (Biomatters Ltd, Auckland, Neuseeland), mit Standard genetischem Code 
und Startcodon ATG gefunden. Vorhersagen intronenthaltender Gene wurden mit der 
GENSCAN-Software (genes.mit.edu/GENSCAN.html) mit Standardeinstellungen gemacht. 
 
Generierung des phylogenetischen Baumes 
Der Maximum-Likelihood phylogenetische Baum wurde von Nathalie Feiner aus der 
Abteilung für Evolutionsbiologie der Universität Konstanz mit dem Programm MEGA5 
(Tamura et al. 2011) unter Verwendung der eingebetteten Alignment-software MUSCLE 
(Edgar 2004) und dem Aminosäuresubstitutionsmodell JTT + Γ4 generiert. 
3.2.5 Fragmentlängenanalyse 
Um die basenpaargenaue Länge von PCR-Produkten zu ermitteln, wurde eine GeneScanTM 
Analyse durchgeführt. Hierzu wurde eine PCR-Reaktion (3.1.2.3) durchgeführt, in der einer 
der verwendeten Primer an seinem 5´-Ende mit 6-Carboxyfluorescein (6-FAM™) 
fluoreszenzmarkiert war. Die markierten PCR-Produkte wurden mit einem ABI PRISM® 
3130 Genetic Analyzer und der GeneScan™ Analyse-Software analysiert und mit dem 
Programm GeneMarker V1.95 (Soft Genetics, State College, PA, USA) dargestellt. 
3.2.6 Methylierungsanalyse 
3.2.6.1 Bisulfitbehandlung von DNA 
Eine Bisulfitbehandlung von DNA bewirkt, dass alle nicht-methylierten Cytosine an der C4-
Position desaminiert und so in die RNA-Base Uracil umgewandelt werden. 5-Methylcytosine 
sind durch ihre Methylgruppe vor dieser Reaktion geschützt und werden nicht umgewandelt. 
Wird anschließend eine PCR mit der Bisulfit-behandelten DNA als Template durchgeführt, so 
wird dabei Uracil durch Thymin ersetzt. Die entstehenden C/T-Ambivalenzen zwischen 
methylierten und nicht-methylierten DNA-Sequenzen können zur Analyse des 
Methylierungsstatus genutzt werden. Für die Bisulfitbehandlung mit anschließender 
Sequenzierung auf dem 454 GS Junior-System (Roche) wurde das EZ DNA Methylation-
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GoldTM Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA) nach den Vorgaben des Herstellers 
verwendet. Dieses hatte sich in Etablierungsarbeiten bei der Analyse von differenziell 
methylierten Regionen als am zuverlässigsten erwiesen (Jasmin Beygo, persönliche 
Kommunikation). Für jede Reaktion wurde CT Conversion Reagent frisch hergestellt, indem 
das Konzentrat mit 900 µl ddH2O, 300 μl M-Dilution Puffer und 50 µl M-Dissolving Puffer 
für 10 min auf einem Roller gelöst wurde. Je 500 ng genomische DNA in 20 µl Volumen 
wurden mit 130 µl CT Conversion Reagenz gemischt und im Thermocycler für 10 min bei 98 
°C und dann für 2,5 h bei 64 °C inkubiert. Anschließend wurden auf einer Zymo-Spin IC 
Säule 600 µl M-Binding Puffer vorgelegt, mit der Probe gemischt und für 30 sec bei 
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Dann wurde die Säule mit 100 µl M-Wash Puffer 
gewaschen (30 sec, maximale Geschwindigkeit). Um verbliebene Sulfonsäuregruppen an 
Cytosinen zu entfernen, wurden 200 µl M-Desulphonation Puffer auf die Säule gegeben, diese 
15 min bei RT inkubiert und für 30 sec bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die 
Säule wurde noch zweimal mit 200 µl M-Wash Puffer gewaschen und anschließend mit 10 µl 
M-Elution Puffer eluiert. 
3.2.6.2 Bisulfit PCR für das hochauflösende Sequenzieren 
PCRs für die 454 GS Junior-Sequenzierung wurden mit dem HotStarTaq Master Mix Kit 
(Qiagen, Hilden) durchgeführt wie in Beygo et al. (2013) beschrieben. Dafür wurden Bisulfit-
spezifische Primer mit 5’-Tag-Sequenzen verwendet, welche in fw- und rev-Primern jeweils 
unterschiedlich waren (Tabelle A1, Primer 14-19). Ein Reaktionsansatz enthielt 1 µl Bisulfit 
DNA, 0,2 µM von jedem Primer und 1 x Hotstar Master Mix in 25 µl Gesamtvolumen. Nach 
15 min initialer Denaturierung wurden 35 Zyklen aus Denaturierung bei 95 °C für 30 sec, 
Primer-Annealing (mit Primer-spezifischer Temperatur) für 30 sec und Elongation bei 72 °C 
für 1 min durchgeführt, gefolgt von einer abschließenden Elongation für 10 min bei 72 °C.  
Im Anschluss wurde mit den spezifischen Produkten eine Re-PCR durchgeführt. Die hierfür 
verwendeten Primer (Roche) waren spezifisch für die Tag-Sequenzen der primären Primer 
und besaßen außerdem probenspezifische Barcode-Sequenzen (Multiplex identifiers, MIDs) 
und universale Linker-Sequenzen des 454-Systems. Der Reaktionsansatz enthielt 3 - 5 µl 
PCR-Produkt, 0,2 µM von jedem Primer und 1x Hotstar Master Mix in 25 µl Gesamtvolumen 
und wurde nach 15 min initialer Denaturierung bei 95 °C in 35 Zyklen bei 95°C für 30 sec 
und 72 °C für 1 min und einer finalen Elongation für 7 min bei 72 °C im Thermocycler 
inkubiert. Die Spezifität der Re-PCR wurde anschließend per Gelelektrophorese (siehe 
Abschnitt 3.2.1.5) kontrolliert. Wenn Primerdimere oder schwache unspezifische Banden von 
Material und Methoden 
55 
 
mehr als 100 bp vorhanden waren, wurde eine Gelelution des spezifischen Produktes 
vorgenommen (siehe Abschnitt 3.2.1.6). 
3.2.6.3 Probenvorbereitung für den 454 GS Junior 
Die Probenvorbereitung wurde durch Melanie Heitmann am Institut für Humangenetik des 
Universitätsklinikums Essen durchgeführt. Für die GS Junior-Sequenzierung wurden PCR-
Produkte mit dem Agencourt® AMPure® XP System (Beckman Coulter, Krefeld) nach den 
Empfehlungen von Roche aufgereinigt (Roche Amplicon Library Preparation Method 
Manual). Für die Sequenzanalyse wurden die an ihren MIDs zu unterscheidenden Amplikons 
verdünnt, vereinigt und in einer Emulsions-PCR nach den Vorgaben des Herstellers clonal 
amplifiziert (Roche emPCR Amplification Method Manual - Lib-A). Diese Produkte wurden 
auf dem GS Junior-System nach Angaben des Herstellers analysiert. 
3.2.6.4 Datenanalyse 
Für die Datenanalyse wurde das von Prof. Dr. Sven Rahmann (Lehrstuhl für 
Genominformatik des Universitätsklinikums Essen) entwickelte Programm Amplikyzer 
verwendet. Diese Software befindet sich im Beta-Stadium und wurde bisher noch nicht in 
einer Veröffentlichung ausführlich beschrieben. Der Quellcode der Software ist auf der 
Google Code-Homepage verfügbar (amplikyzer.googlecode.com). Das Programm sortiert die 
im GS Junior-System generierten Sequenzen nach ihren MIDs, generiert Sequenz-Alignments 
und filtert diese nach Qualitätsmaßstäben, wie z.B. Sequenzanzahl pro Alignment. Aus diesen 
Daten wurden mit demselben Programm auch Darstellungen der Methylierungsmuster 
generiert und diese, wo möglich, anhand von SNPs nach Allelen sortiert. 
3.2.7 Methoden zur Generierung einer C15orf2-Expressionszelllinie 
Eine mit Doxycyclin induzierbare C15orf2-Expressionszelllinie wurde mithilfe des Flp-In™ 
T-REx™ Core Kits (Invitrogen) gemäß den Empfehlungen des Herstellers generiert. Die 
dabei verwendete Flp-In™ 293 T-REx-Zelllinie leitet sich von der HEK293 Zelllinie ab 
(Ward et al. 2011).  
3.2.7.1 Herstellung transformationskompetenter E. coli 
Um Bakterien für die Vermehrung von Plasmid-DNA nutzen zu können, mussten sie zunächst 
chemisch kompetent gemacht werden. Die Herstellung kompetenter Zellen wurde durch Dr. 
Stephanie Gkalympoudis am Institut für Humangenetik des Universitätsklinikums Essen 
durchgeführt. Hierzu wurden E. coli Bakterien auf LB-Agar ohne Antibiotika ausgestrichen 
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und über Nacht bei 37 °C kultiviert. Mit einer Einzelkolonie wurden dann 10 ml b-Medium 
inokuliert und im Schüttelinkubator bei 37 °C und 250 rpm inkubiert bis eine OD550 von 0,3 
erreicht war. Aus dieser Vorkultur wurden 5 ml in 100 ml b-Medium überführt und dieses 
wieder im Schüttelinkubator bei 37 °C und 250 rpm kultiviert bis eine OD550 von 0,48 erreicht 
war. Die Zellen wurden zu je 25 ml aliquotiert und bei 4 °C und 3000 rpm für 15 min 
abzentrifugiert. Anschließend wurde jedes Pellet in 10 ml TfbI-Puffer resuspendiert und für 
90 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen wieder bei 4°C und 3000 rpm für 15 min 
abzentrifugiert und jedes Pellet in 1 ml TfbII-Puffer resuspendiert. Die kompetenten Zellen 
wurden aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80 °C gelagert. 
 
b-Medium 2 % Trypton  
0,5 % Hefe-Extrakt 
0,5 % MgSO4 
pH 7,6 mit KOH 
 
TfbI Puffer 0,9 mM Kaliumacetat 
10 mM RbCl 
0,1 mM CaCl2 
2,5 mM MnCl2 
2,25 % (v/v) Glycerin 
pH 5,8 mit Essigsäure 
 
TfbII Puffer 0,1 mM MOPS 
5,625 mM CaCl2   
0,1 mM RbCl 
2,25 % (v/v) Glycerin 
pH 7,6 mit KOH 
 
3.2.7.2 Klonierung des pcDNA5/FRT/TO-C15orf2-Vektors  
Klonierungsstrategie 
Für die Klonierung des C15orf2-Integrationsvektors wurde der FLAG-markierte offene 
Leserahmen von C15orf2 aus dem Expressionsvektor pCMV6_entry_C15orf2 (OriGene Cat. 
No. RC224310 (Wawrzik et al. 2010) ausgeschnitten, indem das Plasmid mit den 
Restriktionsendonukleasen KpnI und PmeI verdaut wurde. Dadurch blieben die 
Ribosomenbindestelle und die Kozak-Sequenz aus pCMV6_entry_C15orf2 erhalten. Das 
Insert wurde blunt-end zwischen die beiden PmeI Schnittstellen des pcDNA5/FRT/TO 
Vektors kloniert, um das unmittelbar downstream des FLAG-Tags liegende Stopp-Codon in 
der PmeI-Schnittstelle funktional zu erhalten. Da der Verdau mit KpnI einen 3‘ Überhang 
generiert, musste dieser vor der Ligation mit Mungbohnen-Nuklease, die einzelsträngige 
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DNA verdaut, entfernt werden. 
 
Restriktionsendonukleaseverdau 
Für den Restriktionsendonukleaseverdau wurden 5 - 30 µg Plasmid-DNA mit 2 U/µg Enzym 
und dem vom Hersteller empfohlenen Puffer für 1,5 h bei 37 °C inkubiert. Für die Gewinnung 
des Inserts wurden 20 µg pCMV6_entry_C15orf2 zunächst mit KpnI verdaut und der gesamte 
Ansatz anschließend mit 20 U Mungbean Nuclease (NEB) für 30 min bei 37 °C inkubiert. 
Anschließend wurde das geöffnete Plasmid mit dem High Pure PCR Purification Kit 
aufgereinigt (siehe Abschnitt 3.2.1.1) und dann mit PmeI verdaut und per Gelelution 
aufgereinigt (siehe Abschnitt 3.2.1.6). Um den pcDNA5/FRT/TO-Vektor zu öffnen, wurden 5 
µg des Vektors mit PmeI verdaut. Dann wurde der Vektor per Gelelution aufgereinigt und mit 
5 U Fermentas FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher Scientific) für 
30 min bei 37 °C dephosphoryliert.  
 
Ligation 
Die Ligation wurde mit der T4 DNA Ligase (Promega, Mannheim) durchgeführt. Der 
Reaktionsansatz enthielt 3 U Ligase, 1 x Ligationspuffer sowie Vektor-DNA und Insert-DNA 
in einem molaren Verhältnis von 1:10 in einem Gesamtvolumen von 10 µl und wurde über 
Nacht bei 4 °C inkubiert. 
 
Transformation und Überprüfung der Klone 
Mit dem Ligationsansatz wurden kompetente Bakterienzellen transformiert. Der gesamte 
Ligationsansatz wurde zu 50 µl Bakterien gegeben, 30 min auf Eis inkubiert und anschließend 
einem Hitzeschock von 2 min bei 42 °C ausgesetzt. Nach 2 min auf Eis wurde der 
Transformationsansatz mit 450 µl LB-Medium gemischt und 1 h bei 37 °C und 250 rpm 
inkubiert. Die transformierten Bakterien wurden auf LB-Agarplatten mit Ampicillin 
ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Erhaltene Kolonien wurden auf das 
korrekte Konstrukt hin getestet, indem ihre DNA mit einer Minipräparation (siehe Abschnitt 
3.2.1.1) isoliert und mit Restriktionsendonukleaseverdau und Gelelektrophorese (siehe 
Abschnitt 3.2.1.5) überprüft wurde. Positive Klone wurden zusätzlich mit den Primern p1en47 
und pen21 sequenziert (siehe Abschnitt 3.2.1.8 und Anhang Tabelle A1 Nr. 3-4). Der fertige 
Vektor pcDNA5/FRT/TO_C15orf2 wurde anschließend durch eine Maxipräparation (siehe 
Abschnitt 3.2.1.1) des positiven Klons in ausreichender Menge gewonnen. 
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3.2.7.3 Herstellung der T-REx293-C15orf2-Zelllinie 
Transfektion 
Zur Herstellung der induzierbaren Expressionszelllinie wurden 1,2 x 105 FlpIn-T-REx293 
Zellen pro Well in eine 6-Well-Platte ausgesät und zwei Tage in DMEM ohne 
Selektionsantibiotika kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit dem Flp-Rekombinase-
Vektor pCSFLPe und entweder pcDNA5/FRT/TO_C15orf2 oder dem GFP-Konstrukt FRT-
GFP2 als Positivkontrolle oder pCMV6_entry_C15orf2 als Negativkontrolle in einem 
Verhältnis von 9:1 transfiziert (je 2 Wells). Für die Transfektion wurde das Reagenz Fugene 
HD (Roche) nach Empfehlungen des Herstellers verwendet. Insgesamt 1 µg DNA wurde mit 
der dreifachen Menge Fugene HD in 100 µl Optimem verdünnt und in das Kulturmedium 
gegeben. Nach 24 h wurden die Zellen trypsinisiert und jedes Well auf zwei 10 cm Schalen 
mit DMEM ohne Selektionsantibiotika verteilt, so dass die Zellen bis zum Beginn der 
Selektion nicht mehr als 25 % Konfluenz erreichten.  
 
Selektion 
Nach weiteren 24 h wurde das Medium gegen frisches DMEM mit 100 µg/ml Hygromycin 
und 15 µg/ml Blasticidin gewechselt. Die Zellen wurden mit 2 - 3 Medienwechseln pro 
Woche unter konstanter Selektion kultiviert bis auf den Hygromycin-sensitiven 
Kontrollplatten keine Zellen mehr vorhanden waren. Positive Klone wurden anschließend 
zusammengeführt und die Zelllinien (T-REx293-C15orf2 und T-REx293-GFP) unter 
beständiger Hygromycin- und Blasticidin-Selektion kultiviert.  
 
Qualitätskontrolle 
Die fertigen Zelllinien wurden gemäß den Empfehlungen des Herstellers auf Zeocin-
Sensitivität und auf das Fehlen von beta-Galactosidase-Aktivität hin überprüft. Für den 
Zeocin-Test wurden die Zellen mit 100 µg/ml Zeocin kultiviert bis alle Zellen auf der Platte 
abgestorben waren. Als Kontrolle wurden die Zeocin-resistenten Flp-In-T-REx293 Zellen 
mitgeführt. Für den beta-Galactosidase-Test wurden 3 x 105 Zellen in 6-Well-Platten ausgesät 
und für 24 h kultiviert (ca. 70 % Konfluenz). Dabei wurde als Kontrolle auch die Flp-In-T-
REx293 Zelllinie mitgeführt, in der 100 % der Zellen beta-Galactosidase-Aktivität besitzen. 
Am Versuchstag wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit 500 µl Fixierlösung für 10 min 
inkubiert und wieder mit PBS gewaschen. Dann wurden die fixierten Zellen mit 1 ml 
Färbelösung für 2,5 h bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Blau-gefärbte Zellen wurden unter 
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einem Invers-Mikroskop ausgezählt und nur solche Zelllinien wurden ausgewählt, die 
weniger als 5 % blaue Zellen aufwiesen. Die ausgewählte C15orf2-Expressionszelllinie T-
REx293-C15orf2 hatte weniger als 1 % blaue Zellen.  
Zur Expression der Transgene wurden T-REx293-C15orf2- und T-REx293-GFP-Zellen mit 1 
µg/ml Doxycyclin für 24 - 48 Stunden induziert. Die GFP-Kontrollzelllinie wurde mit einem 
Invers-Fluoreszenzmikroskop auf Expression des GFP-Proteins hin überprüft. Im Anschluss 
wurde die C15orf2-Überexpression per quantitativer Realtime-PCR (siehe Abschnitt 3.2.1.4) 
und Western-Blot (siehe Abschnitt 3.2.2.3) kontrolliert.  
 
Fixierlösung  1 x  PBS   
1 %  Formaldehyd 
0,2 %   Glutaraldehyd 
 
Färbelösung  1 x  PBS   
5 mM   Kaliumferricyanid K3(Fe CN6) 
5 mM   Kaliumferrocyanid K4(Fe CN6) 
2 µM   MgCl2  
1 mg/ml  X-Gal in Dimethylformamid 
3.2.8 Immunfluoreszenz 
3.2.8.1 Fluoreszenzmikroskopie / Konfokale Mikroskopie 
Aussäen von Zellen 
Für die Immunfluoreszenz mit konfokaler Mikroskopie oder Fluoreszenzmikroskopie wurden 
autoklavierte runde Deckgläschen (Ø 18 mm, Thermo Scientific) auf eine 12-Well-Platte 
verteilt und 1 x 105 T-REx293-C15orf2-Zellen pro Well ausgesät. Nach 24 h wurden die 
Zellen mit 1 µg/µl Doxycyclin (oder Wasser als Kontrolle) induziert und 48 h kultiviert.  
Für die Antikörperfärbung wurden zwei verschiedene Protokolle verwendet: 
 
Immunfluoreszenz mit Methanol-Fixierung 
Am Versuchstag wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschließend für 10 min mit 
eiskaltem Methanol fixiert. Die fixierten Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und für 
30 min mit Immunfluoreszenz-Puffer (I-Puffer) geblockt. Die Primärantikörper wurden in I-
Puffer verdünnt. Die Zellen wurden mit 200 µl Primärantikörperverdünnung überschichtet 
und mindestens 1 h inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit I-Puffer gewaschen und 
im Dunkeln für 1 h mit dem Sekundärantikörper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen 
wurden die Zellen zur DNA-Färbung mit 1 µg/ml DAPI in I-Puffer für 30 min im Dunkeln 
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inkubiert. Anschließend wurden die Präparate zur Konservierung auf 15 µl Molecular Probes® 
ProLong® Gold Antifade Reagent (Life Technologies) invertiert und über Nacht im Dunkeln 
erhärten lassen.  
 
I-Puffer:  10 mM  Tris-HCl, pH 7 
100 mM  NaCl 
0,05 %  Tween 20 
0,5 %   BSA (Fraktion V) 
 
Immunfluoreszenz mit Paraformaldehyd-Fixierung 
Am Versuchstag wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschließend mit 2 % 
Paraformaldehyd in PBS für 15 min fixiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die 
Zellen mit 0,5 % Triton-X-100 in PBS für 10 min permeabilisiert, wieder gewaschen und mit 
PBG für mindestens 1 h geblockt. Primärantikörper wurden in PBG verdünnt und als 100 µl 
Tropfen auf Parafilm vorgelegt. Die Deckgläschen mit den fixierten Zellen wurden auf die 
jeweiligen Antikörpertropfen invertiert und 1 – 1,5 h in einer befeuchteten Kammer inkubiert. 
Anschließend wurden die Deckgläschen in 6-Well-Platten mit PBS dreimal gewaschen und 
auf die gleiche Weise im Dunkeln für 1 h mit den Sekundärantikörpern inkubiert. Nach 
dreimal Waschen wurde die DNA auf die gleiche Weise mit 1 µg/ml DAPI in PBG gefärbt. 
Die Deckgläschen wurden wieder dreimal mit PBS gewaschen und dann auf 15 µl Molecular 
Probes® ProLong® Gold Antifade Reagent (Life Technologies) invertiert und über Nacht im 
Dunkeln aushärten lassen. 
 
PBG    2% Gelatine  
   0,5%  BSA (Fraktion V) 
  in PBS 
 
Mikroskopie 
Die Präparate wurden auf einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioplan) analysiert oder mit 
einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Leica TCS SP5) mit einem 63x/1.4 Öl-
Immersions Objektiv von Leica gescannt. Die Co-Lokalisation von C15orf2 und 
Komponenten der Zellkernhülle wurden mit der ImarisColoc Software (Bitplane) analysiert. 
Dabei wurde der Mander’s Koeffizient mit 100 multipliziert als prozentuale Co-Lokalisation 
eines Kanals mit dem anderen gewertet (Imaris V 6.4 Reference Manual). 
3.2.8.2 3D-strukturierte Illuminationsmikroskopie 
3D-strukturierte Illuminationsmikroskopie (3D-SIM) ist eine Methode, um mit 
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fluoreszenzmikroskopischen Mitteln das Abbe-Limit des sichtbaren Lichts zu umgehen, 
welches zu einer grundsätzlichen Auflösungsgrenze von 200 - 400 nm führt. Dies wird 
erreicht, indem das anregende Licht auf unterschiedliche Weise strukturiert wird und dadurch 
unterschiedliche Interferenzmuster mit dem Objekt bildet. Durch die Rekonstruktion mehrerer 
nacheinander aufgenommener Einzelbilder kann so eine laterale Auflösung von etwa 100 nm 
erreicht werden. Methodisch bedingt sind schwimmende, bewegliche Teile in den 
Mikroskopiepräparaten bei der 3D-SIM besonders kritisch. Um Verunreinigungen oder 
Mikroorganismen in den Präparaten zu vermeiden, wurden deshalb alle für die Fixierung und 
Antikörperfärbung verwendeten  Lösungen sterilfiltriert und nur unter einer Sterilbank 
geöffnet. Das steril bezogene DPBS wurde am Versuchstag frisch geöffnet. Antikörper, die 
hoch verdünnt werden sollten, wurden aus ökonomischen Gründen nicht sterilfiltriert, sondern 
stattdessen für 5 min bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert, um Aggregate zu 
sedimentieren. Die Antikörperverdünnung wurde dann vom Überstand in sterilfiltriertem 
SIM-Blockpuffer angesetzt. Bei der Probenvorbereitung für die 3D-SIM wurde nach 
Schermelleh et al. (2008) verfahren. Änderungen zum ursprünglichen Protokoll stammen zum 
Großteil aus der Laborerfahrung der Arbeitsgruppe Cremer an der Universität München 
(Yolanda Markaki und Marion Cremer, persönliche Kommunikation). 5 x 104 T-REx293-
C15orf2-Zellen wurden auf Ethanol-sterilisierten LH22.1 Präzisionsdeckgläschen (Roth) in 6-
Well-Platten ausgesät. Nach 24 h wurden die Zellen mit Doxycyclin oder Wasser (Kontrolle) 
behandelt und weitere 48 h kultiviert. Am Versuchstag, bei einer Konfluenz von maximal 50 
– 70 %, wurden die Zellen dreimal mit DPBS gewaschen, 15 min lang mit 2 % 
Paraformaldehyd in DPBS fixiert und anschließend dreimal mit 0,05 % Tween-20 in DPBS 
(PBST) gewaschen. Um die Autofluoreszenz des Präparats zu reduzieren, wurden die 
fixierten Zellen für 5 min mit 20 mM Glycin in DPBS behandelt (Quenching). Dann wurde 
wieder zweimal in PBST gewaschen und anschließend mit 0,5 % Triton X-100 in DPBS für 
10 min permeabilisiert. Vor der Antikörperfärbung wurden die fixierten Zellen mit SIM-
Blockpuffer für 1,5 h geblockt. Die Immunfärbung mit Primär- und Sekundärantikörpern 
erfolgte für 1 h in SIM-Blockpuffer durch Invertieren auf 100 µl Tropfen 
Antikörperverdünnung auf Parafilm. Zwischen den Inkubationen wurden die Präparate 
viermal mit SIM-Blockpuffer gewaschen. Ein Spezialfall war die Co-Immunfärbung mit dem 
direkt fluoreszenzmarkierten Mab-414-Antikörper (siehe Abschnitt 3.2.8.4). In diesem Fall 
musste die Antikörperfärbung in drei Schritten erfolgen. Erst wurde mit dem Mouse-anti-
FLAG Antikörper inkubiert, dann, nach viermaligem Waschen, mit dem Goat-anti-mouse 
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Alexa Fluor 594 Sekundärantikörper inkubiert und anschließend, nach sechsmaligem 
Waschen, mit dem Alexa Fluor 488-markierten Mouse-anti-NPC-Mab414 Antikörper 
inkubiert. Nach der Antikörperfärbung wurden die Präparate sechsmal mit SIM-Blockpuffer 
und zweimal mit PBST gewaschen und anschließend mit 4 % Paraformaldehyd in DPBS für 
10 min nachfixiert. Nach einmaligem Waschen mit PBST wurden die Präparate zur DNA-
Färbung mit 5 µg/ml DAPI in PBST für 12 min inkubiert. Die Deckgläschen wurden 
anschließend noch fünfmal mit DPBS gewaschen und dann auf VECTASHIELD® Mounting 
Medium (Vector Laboratories, Peterborough, UK) mittig auf gereinigte Objektträger 
invertiert. Da VECTASHIELD® Mounting Medium nicht aushärtet, wurden die 
Deckgläschen mit Nagellack fixiert und abgedichtet. Die 3D-SIM wurde an einem 
DeltaVision OMX V3 Prototyp (Applied Precision) in München von Dr. Yolanda Markaki, 
Abteilung Biologie II, Universität München durchgeführt. Die Bildbearbeitung erfolgte mit 
dem Programm Fiji (http://fiji.sc/). 
 
SIM-Blockpuffer :  2 %   BSA (Fraktion V) 
0,5 %   Fischhautgelatine  
0,01 %  Tween-20  
in DPBS 
3.2.8.3 Antikörperverdünnungen 
Für die Co-Immunfluoreszenz von C15orf2 und dem NPC wurden der Rabbit-anti-C15orf2 -
AP8982c Antikörper (1:100) und der Mouse-anti-NPC-Mab414 Antikörper (1:500) oder der 
Mouse-anti-FLAG-M2 Antikörper (1:750) und der direkt Alexa Fluor 488-markierte Mouse-
anti-NPC-Mab414 Antikörper (1:25) verwendet (siehe 3.2.8.4). Für die Co-Immunfluoreszenz 
von C15orf2 und der Kernlamina wurden der Rabbit-anti-C15orf2-AP8982c Antikörper 
(1:100) und der Mouse-anti-Lamin A/C Antikörper (1:100) oder der Mouse-anti-FLAG-M2 
Antikörper (1:750) und der Goat-anti-Lamin B1 Antikörper (1:100) verwendet. Als 
Sekundärantikörper wurden für die Fluoreszenzmikroskopie und die konfokale Mikroskopie 
Goat-anti-rabbit-Cy3 (1:200) und Goat-anti-mouse Alexa Fluor 488 (1:400) verwendet. Für 
die 3D-SIM wurden Goat-anti-mouse Alexa Fluor 488 (1:1000), Donkey-anti-mouse Alexa 
Fluor 594 (1:300) und Donkey anti-goat Alexa Fluor 488 (1:300) verwendet. 
3.2.8.4 Direkte Fluoreszenzmarkierung des Mab-414-Antikörpers 
Da die verfügbaren hochaffinen Antikörper gegen den FLAG-Tag und gegen den NPC beide 
aus der Maus stammten und deshalb nicht für die Co-Immunfluoreszenz mit 
Sekundärantikörpern geeignet waren, wurde für die 3D-SIM-Analyse der Mouse-anti-NPC-
Material und Methoden 
63 
 
Mab414 Antikörper mit einer direkten Fluoreszenzmarkierung versehen. Dafür wurde das 
Molecular Probes® Alexa Fluor® 488 Monoclonal Antibody Labeling Kit (Life Technologies) 
nach den Anweisungen des Herstellers verwendet. Es wurden 10 µg Mouse-anti-NPC-
Mab414 in 100 µl Volumen mit 10 µl  0,1 M Bicarbonat gemischt und zu dem reaktiven 
Fluoreszenzfarbstoff gegeben. Durch einstündige Inkubation bei RT mit gelegentlichem 
Invertieren wurde der Farbstoff  gelöst und an die Antikörper gebunden. Für die Aufreinigung 
wurde eine mitgelieferte Säule vorbereitet, indem ca. 1,5 ml Component C (Aufreinigungs-
Granulatlösung) hineinpipettiert wurden und die Flüssigkeit, zuerst durch Gravitation und 
Druck (mit einer Spritze), dann durch  Zentrifugation für 3 min bei 1100 x g , entfernt wurde. 
Danach wurde die Antikörperlösung auf die Säule gegeben und für 5 min bei 1100 x g eluiert. 
Da die Fluoreszenz nach der ersten Markierungsprozedur noch nicht ausreichend war, wurde 
der Antikörper in einer zweiten Runde ein weiteres Mal fluoreszenzmarkiert. 
3.2.9 Zentrifugale Gegenfluss-Elutriation 
Zentrifugale Gegenfluss-Elutriation (counterflow centrifugal elutriation, CCE) ist eine 
Methode, um Zellen auf Basis ihrer Sedimentationseigenschaften, die in erster Linie von der 
Zellgröße abhängen, aufzutrennen (Kauffman et al. 1990). Die Größe der Zellen ist während 
der logarithmischen Wachstumsphase proportional zum DNA-Gehalt. Dadurch sedimentieren  
in einer Zentrifugationskammer, in der Sedimentationskraft und Gegenfluss im Gleichgewicht 
gehalten werden, solche Zellen, die sich in der G2-Phase des Zellzyklus befinden, eher unten. 
Zellen in der S-Phase befinden sich in der Mitte und G1-Zellen eher oben. Durch 
schrittweises Verringern der Drehzahl wird der Gegenfluss erhöht und die Zellen in 
Fraktionen, beginnend mit den kleinsten Zellen, aus der Kammer gespült 
(http://www.science.uva.nl/research/mc/web%20protocollen/2-3-2.htm). Da die 
metabolischen Funktionen der Zellen mit dieser Methode nur minimal beeinträchtigt werden, 
eignet sich die Methode gut für die Isolation von Zellzyklus-synchronen Zellen (Kauffman et 
al. 1990). Um synchronisierte Populationen Doxycyclin-induzierter T-REx293-C15orf2-
Zellen zu gewinnen, wurden 1 - 2 x 108 Zellen durch Trypsin-Behandlung geerntet und in 100 
ml Zellkulturmedium (DMEM) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in die 
Trennungskammer der Elutriationszentrifuge (Beckman Coulter, Avanti-J-20XP) geladen, in 
der eine konstante Fließgeschwindigkeit von 1 ml/min eingestellt wurde, während die 
Drehzahl von 2500 rpm auf 1800 rpm reduziert wurde. Auf diese Art wurden die Zellen nach 
ihrer Größe sortiert und in Fraktionen gesammelt. Die einzelnen Fraktionen wurden 
anschließend per Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung (fluorescence-activated cell sorting, 
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FACS) durch Tamara Mußfeld und Dr. Emil Mladenov aus dem Institut für Strahlenbiologie 
des Universitätsklinikums Essen analysiert. Fraktionen mit überwiegenden Anteilen von 
Zellen in der G1-, S- oder G2- Phase des Zellzyklus wurden jeweils zur Analyse ausgewählt. 
Von den Zellfraktionen wurden Proteine isoliert und die C15orf2-Expression per Western-
Blot (siehe Abschnitt 3.2.2.3) analysiert. Die Bandenintensitäten wurden mit dem Programm 
Quantity One® (BioRad) quantifiziert. Für Immunfluoreszenzanalysen (siehe Abschnitt 
3.2.8.1) wurden die synchronisierten Zellen außerdem auf poly-L-Lysin-beschichteten 
Deckgläschen ausgesät und eine Stunde zum Adhärieren inkubiert. 
3.2.10 Fraktionierung von Zellkernhüllen 
3.2.10.1 Isolation von Zellkernen 
Für die Fraktionierung der Kernhülle wurden Zellkerne benötigt, deren innere und äußere 
Kernmembran intakt waren. Daher konnten für die Zelllyse keine Detergenzien verwendet 
werden. Für die Zellkernisolierung wurden 1 x 106 T-REx293-C15orf2-Zellen pro 150 mm 
Schale in 20 Zellkulturschalen ausgesät, nach 48 h mit 1 µg/ml Doxycyclin behandelt und für 
weitere 48 h inkubiert. Die Isolierung intakter Zellkerne erfolgte per Ultrazentrifugation durch 
ein Saccharose-Kissen (Matunis 2006). Die Zellen wurden hierfür in 90 ml eiskalten Puffer A 
aufgenommen und mit 30 Stößen in einem Dounce Homogenisierer geschert. Dabei wurde ein 
Pistill mit so geringem Abstand zur Gefäßwand verwendet, dass die Zellkerne gerade noch 
unbeschädigt bleiben. Die Zellkernsuspension wurde auf sechs Zentrifugengefäße aufgeteilt 
und bei 800 x g für 20 min zentrifugiert. Jedes Pellet wurde dann in 10 ml eiskaltem Puffer A 
resuspendiert und mit 20 ml eiskaltem Puffer B durch Invertieren gemischt. In sechs Beckman 
SW28 Rotor Gefäße wurden je 5 ml Puffer B vorgelegt und mit der Zellkernsuspension 
überschichtet. Durch einstündige Zentrifugation bei 27.000 rpm in einem Beckman SW28 
Rotor (ca. 141.000 x g) und 4°C wurden die Zellkerne von Zellmembranresten und 
Cytoplasmabestandteilen, sowie dem mit der äußeren Kernmembran verbundenen 
endoplasmatischen Retikulum abgetrennt. Das Zellkernpellet wurde in Puffer A resuspendiert, 
gezählt und mikroskopisch auf die Abwesenheit von Zellkernaggregaten hin kontrolliert. 
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Puffer A   0,25 M   Saccharose 
50 mM   Tris-HCl, pH 7.5 
25 mM   KCl 
5 mM    MgCl2 
2 mM    DTT 
1x    cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor (Roche) 
 
Puffer B   2,3 M    Saccharose 
50 mM   Tris-HCl, pH 7.5 
25 mM   KCl 
5 mM    MgCl2 
2 mM    DTT 
1x    cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor (Roche) 
 
3.2.10.2 Isolation und Subfraktionierung der Kernhüllen 
Für die Kernhüllenfraktionierung wurde ein Protokoll von Cronshaw und Kollegen 
angewandt (Cronshaw et al. 2002; Matunis 2006). Die T-REx293-C15orf2-Zellkerne wurden 
zügig in einem 30° C Wasserbad aufgetaut und für 1 min bei 800 x g und 4°C pelletiert. Unter 
Vortexen wurde das Pellet in 1 ml frisch angesetztem Lysepuffer resuspendiert und dann 
sofort tropfenweise unter Vortexen mit 4 ml Extraktionspuffer 8,5 versetzt und 15 min bei RT 
inkubiert. Am Ende der Inkubation wurden die Zellkerne mikroskopisch kontrolliert und 
sollten als durchsichtige große Schemen (Nuclear Ghosts) vorliegen. Die Suspension wurde 
mit 4 ml eiskaltem Saccharose-Kissen unterlegt und 15 min bei 4000 x g und 4°C mit einem 
Ausschwingrotor zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml eiskaltem Extraktionspuffer 7,5 unter 
Vortexen resuspendiert und sofort mit 0,5 ml eiskaltem Extraktionspuffer 7,5 mit 0,3 mg/ml 
Heparin (Sigma, H3393) versetzt. Die Suspension wurde mit 4 ml eiskaltem Saccharose-
Kissen unterlegt und wie vorher zentrifugiert. Das Pellet, das jetzt aus angereicherten 
Kernhüllen bestand, wurde in 1 ml eiskaltem Extraktionspuffer 7,5 unter Vortexen 
resuspendiert und sofort mit 0,5 ml eiskaltem Extraktionspuffer 7,5 mit 3 % TNX-100 
(Sigma, T9284) und 0,075 % SDS versetzt. Die Suspension wurde mit 4 ml eiskaltem 
Saccharose-Kissen unterlegt und wie vorher zentrifugiert. Das Pellet, das jetzt der Lamina-
NPC-Fraktion entsprach, wurde in 1 ml eiskaltem Extraktionspuffer 7,5 mit 0,3% Empigen 
BB (Calbiochem, 324690) gründlich resuspendiert und für 10 min auf Eis inkubiert. Durch 
anschließende Zentrifugation für 15 min bei 15.000 x g und 4°C wurde die Lamina 
sedimentiert, während NPC-Komponenten im Überstand verblieben. Für die SDS-PAGE 
(siehe Abschnitt 3.2.3.2) wurde das Pellet in 1 x SDS-Probenpuffer resuspendiert und der 
Überstand mit 1 x SDS-Probenpuffer versetzt. Pro Spur wurde eine Proteinmenge 
aufgetragen, die 3 U (9 x 106) Zellkernen entsprach. 
Material und Methoden 
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Lysepuffer    0,1 mM MgCl2 
1 mM   DTT 
1 x   cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor (Roche) 
5 µg/ml  DNase I (Sigma, DN-EP) 
5 µg/ml  RNase A (Sigma, R5125) 
 
Extraktionspuffer 7,5  10 %   Saccharose  
20 mM  Triethanolamin (pH 7,5) 
0,1 mM  MgCl2 
1 mM   DTT 
1 x   cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor (Roche) 
 
Extraktionspuffer 8,5  10 %   Saccharose 
20 mM  Triethanolamin (pH 8,5) 
0,1 mM  MgCl2 
1mM   DTT 
1 x   cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor (Roche) 
 
Saccharose-Kissen  30 %   Saccharose  
20 mM  Triethanolamin (pH 7,5) 
0,1 mM  MgCl2 
1 mM   DTT 
1 x   cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor (Roche) 
 
3.2.11 Fluoreszenz in situ Hybridisierung zur mRNA-Detektion 
Die mRNA-Fluoreszenz in situ Hybridisierung (mRNA-FISH) wurde wie in Herold et al. 
(2001) beschrieben durchgeführt. Dabei wurden Cy3-markierte (dT)50-Oligonukleotide 
(Genelink, Hawthorne, NY, USA) als Sonden verwendet. T-REx293-C15orf2-Zellen wurden 
in 12-Well-Platten mit Deckgläschen ausgesät, induziert und Paraformaldehyd-fixiert wie in 
Abschnitt 3.2.8.1 beschrieben. Für die mRNA-FISH wurden die Deckgläschen auf 100 µl 
Tropfen Hybridisierungspuffer auf Parafilm invertiert und über Nacht bei 37 °C in einer 
befeuchteten Kammer inkubiert. Dann wurden die Zellen mit 2 % Paraformaldehyd in PBS 
refixiert und eine Immunfluoreszenz-Färbung mit Paraformaldehydfixierung angeschlossen 
wie in Abschnitt 3.2.8.1 beschrieben. 
 
Hybridisierungspuffer  2 x   SSC 
20 %   Formamide 
10 %   Dextransulfat 
0,2 %   BSA 
1 mg/ml  Total Yeast tRNA  
5 mM   Ribonucleoside-Vanadyl-Komplex (New England 
Biolabs) 
0,1 pmol/ml  Oligo(dT)50 
Material und Methoden 
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3.2.12 Genexpressionsanalyse per Microarray 
Für die Genexpressionsanalyse wurden jeweils drei technische Replikate von T-REx293-
C15orf2-Zellen mit Doxycyclin oder Wasser behandelt. Je 6 x 105 Zellen wurden in 100 mm 
Schalen ausgesät, nach 72 h mit 1 µg/ml Doxycyclin oder Wasser behandelt und weitere 24 h 
kultiviert. Anschließend wurde die RNA mit dem RNeasy Kit (Qiagen) isoliert (siehe 
Abschnitt 3.2.1.1). 200 ng Gesamtzell-RNA wurde für die Arrayanalyse mit dem Ambion® 
WT Expression Kit (Life Technologies) in biotinylierte cDNA konvertiert, aufgereinigt und 
fragmentiert. Anschließend erfolgte die Hybridisierung mit Human Gene ST 1.0 Microarrays 
(Affymetrix, High Wycombe, UK). Die Microarrays wurden nach den Empfehlungen des 
Herstellers gewaschen und angefärbt und dann mit einem GeneChip® Scanner 3000 
(Affymetrix) mit G7 Upgrade analysiert. Die Microarray-Analyse und die statistische 
Auswertung mit dem ANOVA-Test in Partek GS wurden von PD Dr. Ludger Klein-Hitpass 





4.1 Regulation des geprägten C15orf2-Gens 
4.1.1 Monoallelische Expression von C15orf2 im adulten Gehirn  
In früheren Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass C15orf2 im fetalen Gehirn 
monoallelisch vom paternalen Allel und in Testis biallelisch exprimiert wird (Buiting et al. 
2007; Wawrzik et al. 2010). Da die Expression des C15orf2-Proteins in mehreren adulten 
Gehirnregionen nachgewiesen wurde (Wawrzik et al. 2010), war die Frage interessant, ob die 
monoallelische neuronale Expression auch postnatal erhalten bleibt. Daher wurde die 
allelische Expression in Neokortexproben von drei erwachsenen Spendern analysiert (Primer 
3 und 5-11, Tab. A1). Die DNA-Proben wurden nach informativen Sequenzlängen-
polymorphismen (short tandem repeats, STRs) in der 3‘ untranslatierten Region (3’UTR) von 
C15orf2 durchsucht. STRs zeigen eine hohe Sequenzvariation, da sie im Vergleich zu 
Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) sehr schnell 
mutieren. Für die Längenanalyse wurden die Bereiche mit fluoreszenzmarkierten Primern 
amplifiziert und anschließend in einer GeneScan™-Analyse basenpaargenau aufgetrennt. 
Zwei der drei Proben wiesen informative STRs auf und konnten zur Analyse der allelischen 
Expression verwendet werden (Abb. 8). Dabei war die Probe „Adultes Gehirn 1“ in allen vier 
untersuchten Loci (nt4099 (GTTTn), nt4726 (GTn), nt5508 (GATAn) und nt5898 (GATAn)) 
heterozygot, Probe „Adultes Gehirn 2“ war nur in nt4099 heterozygot und die Probe „Adultes 
Gehirn 3“ war in allen Loci homozygot, also nicht informativ. Die Nummerierung der STRs 
bezieht sich auf Basenpaare in der C15orf2-Referenzsequenz AF179681, beginnend mit dem 
Startcodon (Färber et al. 2000). Für alle informativen STRs wurden die PCR und der 
GeneScan mit cDNA derselben Neokortexproben wiederholt. In allen fünf Fällen konnte auf 
cDNA-Ebene nur ein Allel amplifiziert werden (Abb. 8). C15orf2 wird somit auch im adulten 





Abbildung 8: Allelische Expression im adulten Gehirn. (A) In Probe „Adultes Gehirn 1“ 
zeigte die GeneScan-Analyse der RNA an allen vier untersuchten Polymorphismen die 
Expression von nur einem Allel. (B) Der einzige informative Polymorphismus in Probe 
„Adultes Gehirn 2“ zeigte ebenfalls eine monoallelische Expression der RNA.  
 
4.1.2 Detaillierte Methylierungsanalyse des C15orf2-Promotor-CpG-Islands 
Um herauszufinden, ob die monoallelische Expression von C15orf2 durch eine differenzielle, 
elternspezifische Methylierung reguliert wird, wurde die Methylierung eines 639 bp großen 
CpG-Island (CGI) in der 5‘UTR des Gens untersucht. Erste Methylierungsanalysen dieses 
CGIs waren bereits 2000 veröffentlicht worden (Färber et al. 2000). Damals wurde die 




und SacII) und Southern-Blot-Analysen ermittelt und eine vollständige Methylierung der 
untersuchten NotI- und SacII-Schnittstellen innerhalb des CGIs in Blut, Gehirn und 
Amniongewebe gefunden. In Spermien waren beide Schnittstellen vollständig unmethyliert. 
In fetalem Ovar und Testis war die NotI-Schnittstelle überwiegend und SacII-Schnittstelle 
vollständig methyliert. Später, nachdem die monoallelische Expression von C15orf2 in 
fetalem Gehirn bekannt war, wurde die Methylierung des CGI noch einmal detaillierter und 
auch in fetalem Gehirn untersucht (Wawrzik 2009). Während der Doktorarbeit von Michaela 
Wawrzik (2009) wurden zwei Bereiche von 6 und 9 CpG-Positionen mittels Klonierung und 
Sequenzierung von PCR-Produkten Bisulfit-behandelter DNA analysiert. Für den Bereich 
nahe dem Transkriptionsstart wurden ausschließlich Klone erhalten, die von methylierten 
Sequenzen abstammen. Für den anderen untersuchten Bereich, der die SacII-Schnittstelle 
enthielt, wurden Klone erhalten, die an sechs von neun analysierten CpGs sowohl von 
methylierten als auch von unmethylierten Sequenzen abstammten. Das traf auch für die CpGs 
der SacII-Schnittstelle zu, obwohl diese in der Southern-Blot-Analyse vollständig methyliert 
gewesen waren (Färber et al. 2000; Wawrzik 2009). Um diesen diskrepanten Befund zu 
klären, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine umfassende Methylierungsanalyse des C15orf2-
CGIs mit Next-Generation-Sequencing-Technologie in Blut, Spermien, fetalem Gehirn und 
adultem Gehirn durchgeführt. Nach Möglichkeit sollten dabei, anders als in den 
vorangegangenen Studien, zwischen paternalen und maternalen Allelen unterschieden 
werden. Daher wurden zunächst PCRs  mit genomischer DNA von allen Proben durchgeführt, 
die das gesamte CGI sowie 319 bp der umliegenden Sequenz abdeckten (Primer 12-13, Tab. 
A1). Die Produkte wurden per Sanger-Sequenzierung nach informativen SNPs durchsucht. 
Eine Blutprobe (Blut 2) und eine Probe aus adultem Gehirn (Adultes Gehirn 3) waren für die 
SNPs rs2602618 (A/G) upstream des CGIs, rs112214851 (G/A) und rs35022251 (C/A) im 
CGI und rs35870568 (C/T) downstream des CGIs heterozygot. In keiner der anderen Proben 
konnten informative SNPs gefunden werden. Daher wurden zwei überlappende PCRs für die 
Amplifizierung Bisulfit-behandelter DNA so geplant, dass sie das gesamte CGI abdecken, 
wobei Amplikon A die SNPs rs2602618 und rs112214851 umfasst und Amplikon B den SNP 
rs35022251 umfasst (Abb.2A) (Primer 14-15, 18-19, Tab. A1). Der vierte SNP rs35870568 
(C/T) wäre nach Bisulfit-Behandlung und Amplifizierung des DNA-Plusstranges nicht mehr 
informativ. Da die PCR zur Generierung von Amplikon A für die fetalen und adulten Gehirn-
Proben nicht gut funktionierte, wurde ein alternatives Amplikon A‘ entworfen (Primer 16-17 











Promotor. (A) Schematische Übersicht der Promotorregion von C15orf2. Der 
Transkriptionsstart (Pfeil) und der Anfang des ORFs (schwarzer Balken) sowie die drei 
verwendeten informativen SNPs sind eingezeichnet. Unter dem CGI (grün) sind die einzelnen 
analysierten CpG-Positionen abgebildet (grüne Rauten). Die CpGs, die bereits in der 
Doktorarbeit von Michaela Wawrzik (rote Kästchen) und in Färber et al. (2000) (schwarze 
Kästchen) analysiert wurden, sind markiert. (B + C) Graphische Darstellung der DNA-
Methylierung. Nicht-methylierte CpGs sind in blau, methylierte CpGs in rot dargestellt. Dabei 
repräsentiert jede Zeile (Read) ein in der PCR erzeugtes DNA-Molekül und jede Spalte eine 
analysierte CpG-Position. Die Anzahl der Reads, die je Probe generiert wurden, ist in Tabelle 
A2 im Anhang aufgelistet. (B) Graphische Darstellung der Methylierung in nicht-
informativen Proben. Rechts von jeder Probe ist die durchschnittliche Methylierung der 
gesamten Region angegeben. (C) Graphische Darstellung der Methylierung in einer Blutprobe 
und einer adulten Gehirnprobe, die informativ für drei SNPs in der untersuchten Region 
waren. Da die SNPs zweimal gekoppelt und niemals einzeln beobachtet wurden, wurden unter 
der Annahme, dass sich die seltenen Allele in Phase befinden, die beiden Amplikons jeweils 
einem gemeinsamen Allel zugeordnet (oben, unten). Rechts ist die durchschnittliche 
Methylierung für jedes Allel über die gesamte Region angegeben. Aufgrund des geringen 
Gesamtunterschiedes wurden die Subregionen 1 – 5, die jeweils ein bis vier CpG-Positionen 
umfassen, analysiert.  
 
Wegen ihrer besseren Effizienz wurde diese PCR für die nicht-informativen Gehirn-Proben 
ausgewählt, während informative Probe „Adultes Gehirn 3“ erfolgreich mit der PCR zur 
Generierung von Amplikon A analysiert werden konnte. Die Bisulfit-PCR-Produkte wurden 
mithilfe eines 454 GS Junior Next-Generation-Sequencers (Roche) hochauflösend analysiert 
und die erhaltenen Daten mit der Analysesoftware Amplikyzer ausgewertet (Abb. 9B+C). Die 
Analyse zeigte, dass das CGI im C15orf2-Promotor in Spermien fast vollständig unmethyliert 
ist (1,3 -1,4 % Methylierung). In Blut, adultem Gehirn und fetalem Gehirn ist das CGI 
dagegen überwiegend methyliert (85,3- 90,5 %), wobei der Grad der Methylierung über die 
einzelnen CpG-Positionen hinweg unterschiedlich war und in den verschiedenen Proben 
wiedererkennbare, aber nicht identische Muster bildete (Abb.9B). In den beiden informativen 
Proben wurden über das gesamte CGI hinweg nur geringe Methylierungsunterschiede 
zwischen den Allelen gefunden (Faktor 1,06 Unterschied in Blut, Faktor 1,11 im adulten 
Gehirn, Abb. 9C). Es machte allerdings den Anschein, dass in einigen der weniger stark 
methylierten Bereichen des CGIs etwas größere Unterschiede zwischen den Allelen 
bestanden. Daher wurde die allelspezifische Methylierung in fünf Subregionen des CGIs 
manuell nachanalysiert (Abb. 9C). Tatsächlich fanden sich im adulten Gehirn in zwei der 
Subregionen relativ deutliche Unterschiede zwischen den Allelen (Faktor 1,52 und 1,34). Im 
Blut war der Unterschied in denselben Subregionen etwas kleiner (Faktor 1,19 und 1,23). Da 
die gefundenen Unterschiede zwischen den Allelen aber insgesamt eher gering sind, bleibt es 





4.1.3 Suche nach alternativen Genregulationsmechanismen für C15orf2 
Da trotz der genannten Tendenzen kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Genexpression 
und CGI-Methylierung hergestellt werden konnte, wurde nach alternativen Möglichkeiten für 
die Genregulation von C15orf2 gesucht. In der genomischen Region 15q11q13 waren zuvor 
mehrere lange, nicht-codierende Transkripte entdeckt worden, die in PWRN1 beginnen und 
sich bis SNRPN erstrecken (Wawrzik et al. 2009). C15orf2 liegt im intronischen Bereich 
dieser Transkripte und es wäre denkbar, dass PWRN1 auch als alternativer upstream-Teil von 
C15orf2 fungiert. Daher wurde untersucht, ob sich C15orf2 an die ca. 50 kbp centromerisch 
gelegenen PWRN1-Exons anschließen lässt. Mit einer Exon-Connection-PCR wurde versucht, 
cDNA aus fetalem Gehirn mit einem Primer in Exon 23 von PWRN1 und einem Primer in der 
5‘UTR von C15orf2 zu amplifizieren (Primer 20-22, Tab. A1). Als Positivkontrolle diente 
eine PCR mit demselben Forward-Primer, die zuvor zur Entdeckung von mehreren C15orf2-
überspannenden Transkripten geführt hatte (Wawrzik et al. 2009). Während in der Kontroll-
PCR das erwartete Bandenmuster erhalten wurde, führte die Exon-Connection-PCR mit 
C15orf2 zu keinem Produkt (Daten nicht gezeigt). Da C15orf2 zudem keine gute 5’ Splice 
Site besitzt, kann eine Regulation von C15orf2 als Teil der PWRN1-SNRPN-Transkriptions-
einheit als unwahrscheinlich eingestuft werden.  
Um sicherzugehen, dass die detektierte monoallelische Expression von C15orf2 im Gehirn 
tatsächlich auf eine eigenständige mRNA zurückgeht und nicht etwa von einer ungespleißten 
Prä-mRNA der SNRPN-Transkriptionseinheit herrührt, sollte die Existenz eines poly-A-
Schwanzes an der C15orf2-3‘UTR nachgewiesen werden. Hierzu wurde eine reverse 
Transkription von RNA aus fetalem Gehirn parallel mit poly(dT)-Oligonukleotiden und 
Random-Hexameren als Primer durchgeführt. Da eine anschließende PCR von der C15orf2-
3’UTR in beiden Ansätzen identische Produkte lieferte, konnte die Existenz eines C15orf2-
Poly-A-Schwanzes bestätigt werden (Abb. 10) (Primer 10-11, Tab. A1). Die Identität der 
erhaltenen Produkte wurde zusätzlich per Sanger-Sequenzierung verifiziert.  
Die Versuchsergebnisse legen nahe, dass C15orf2 gemäß früherer Annahmen ein eigenes 
Transkript repräsentiert. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Expression im 








Abbildung 10: Nachweis des C15orf2-Poly-A-Schwanzes. Die PCR-Produkte, die von 
Poly(dT)-geprimter und Random-Hexamer-geprimter cDNA generiert wurden, haben die 
korrekte Größe von ca. 200 bp. In den Negativkontrollen (minus reverse Transkriptase (RT) 
und minus RNA) wurden keine Produkte erhalten. Als Größenstandard wurde MassRulerTM 
Low Range verwendet. 
 
4.2 Funktion des C15orf2-Proteins 
4.2.1 Bioinformatische Analyse der C15orf2-Proteinsequenz  
C15orf2 codiert für ein 1156 Aminosäuren (AS) großes Protein mit sechs Zellkern-
Lokalisationssignalen. Nach transienter Überexpression in HeLa- und HEK293-Zellen war 
das Protein dementsprechend im Zellkern lokalisiert vorgefunden worden (Wawrzik et al. 
2010). Um einen ersten Einblick in die Proteinfunktion zu erhalten, wurde nach 
Sequenzhomologien von C15orf2 zu anderen Proteinen gesucht. Eine initiale Analyse mit der 
InterProScan-Software wurde von Prof. Daniel Hoffmann in der Abteilung für Bioinformatik 
der Universität Duisburg-Essen durchgeführt. InterProScan führt eine 
Signaturerkennungssuche in programmintegrierten Datenbanken aus, um Proteine in Familien 
einzuordnen. Mithilfe dieser Software konnte C15orf2 in eine namenlose Familie 
(PTHR23193) innerhalb der Panther-Datenbank eingeordnet werden. Diese Proteinfamilie 
bestand aus den sieben Mitgliedern C15orf2, NUP153, NUP214, POM121A, B und C sowie 
POM121 like protein 2 (POM121L2). POM121B ist vermutlich kein translatiertes Protein 
(Funakoshi et al. 2007) und die Funktion von POM121L2 ist bisher nicht bekannt. Die 
Proteine NUP153, NUP214, POM121A und POM121C haben dagegen etablierte Funktionen 
im humanen NPC (Hase und Cordes 2003; Bernad et al. 2006; Funakoshi et al. 2007). 
Anschließend wurde eine BLASTp-Suche gegen humane Proteine durchgeführt. Die 




Ergebnisgruppe, die nach den C15orf2-Datenbankeinträgen die höchsten Signifikanzen besaß, 
bestand aus mehreren redundanten Datenbankeinträgen für das Protein UPF0607. Recherchen 
ergaben, dass es sich hierbei um ein 341 AS großes Protein mit unbekannter Funktion und 
subzellularer Lokalisation im Zytoplasma handelt (http://www.proteinatlas.org). Dieses 
Protein besitzt über seine gesamte Länge hinweg Sequenzhomologie zu dem N-terminalen 
Teil von C15orf2 (AS 1 - 366). Die zweitsignifikanteste Gruppe von Ergebnissen 
(Signifikanzen von E = 4 x 10-8 bis E = 2 x 10-9) waren POM121-Sequenzen. Innerhalb dieser 
Gruppe stellte der Eintrag für POM121C den Datenbanktreffer mit der höchsten 
Sequenzabdeckung (61 %) dar.  
Da es sich bei UPF0607 um ein Protein mit unbekannter Funktion handelt, war diese 
Sequenzhomologie bei der Suche nach der C15orf2-Proteinfunktion wenig hilfreich. Dagegen 
war mit der zweiten Treffergruppe die Ähnlichkeit zur POM121-Proteinfamilie mit einer 
zweiten Methode bestätigt worden. Es wurde daher ein Protein-Alignment von C15orf2, 
POM121A und POM121C nach dem ClustalW-Algorithmus erstellt (Abb. 11). Die längsten 
Isoformen von POM121 A und POM121C besitzen am N-terminalen Ende jeweils eine 
Transmembrandomäne, welche die Nukleoporine in der inneren Kernmembran verankert. 
Dagegen erreichten Transmembrandomänen-Vorhersagen für die C15orf2-Proteinsequenz 
keine Signifikanz. In guter Übereinstimmung mit dem Fehlen einer Transmembrandomäne 
beginnt die Homologie mit C15orf2 auch erst C-terminal der POM121-Transmembrandomäne 
(Abb. 11).  
Als weitere Möglichkeit, Aufschluss über die Funktion von C15orf2 zu gewinnen, wurde eine 
Sekundärstrukturanalyse durchgeführt. Dabei stellte sich heraus, dass die C15orf2-
Proteinsequenz keine längeren Bereiche mit hohen Wahrscheinlichkeiten für Alpha-Helices 
oder Beta-Faltblätter besitzt, sondern größtenteils als intrinsisch unstrukturiert vorhergesagt 
wird. Interessanterweise ähnelt C15orf2 darin einer Gruppe von NUPs, zu denen POM121 
und NUP153 gehören (Denning et al. 2003). Im Gegensatz zu NUPs mit intrinsisch 
unstrukturierten Bereichen besitzt C15orf2 allerdings keine FG-Repeats. Dennoch bestehen 
insgesamt viele Ähnlichkeiten zu NUPs und inbesondere zu der POM121-Proteinfamilie, was 





Abbildung 11: ClustalW-Alignment von C15orf2 und POM121. Das dargestellte Sequenz-
Alignment von C15orf2 (UniProtKB: Q9NZP6) und den Transmembran-NUPs POM121A 
(UniProtKB: Q96HA1) und POM121C (UniProtKB: A8CG34) wurde nach dem ClustalW-
Algorithmus erstellt. Bei Ähnlichkeit aller Aminosäuren in einer Spalte nach der Blosum62-
Matrix ist eine Position im Alignment orange hinterlegt. Bei Ähnlichkeit von zwei der drei 
Aminosäuren, ist die Position gelb hinterlegt. Der blaue Rahmen markiert die Position der 
Transmembranregion in POM121A und C, die C15orf2 nicht besitzt. Abbildung verändert aus 
Neumann et al. (2012). 
4.2.2 Suche nach humanen Zelllinien mit endogener C15orf2-Expression 
Wegen der Ähnlichkeit zu POM121 und anderen Nukleoporinen sollte die subzelluläre 
Lokalisation von C15orf2 genauer untersucht werden. Auf der Suche nach humanen 
Zelllinien mit endogener C15orf2-Expression wurden die beiden Tumor-Zelllinien HEK293 
und HeLa sowie zwei Fibroblasten-Primärkulturen aus einer humanen Unterarmbiopsie und 
aus humaner Vorhaut (Fischer et al. 2006) per Western-Blot untersucht. Keine dieser 




C15orf2 bekannt war (Wawrzik et al. 2010), wurden außerdem vier Neuroblastomzelllinien 
(LAN-1, SHEP, IMR-5 und SH-SY5Y), zwei Medulloblastomzelllinien (D283 und DAOY) 
und zwei kortikale Zelllinien (HCN-1A und HCN-2) analysiert. Auch in diesen Zelllinien war 
C15orf2 entweder gar nicht oder nur unzuverlässig detektierbar.  
Eine der Zelllinien, in denen C15orf2-Expression unzuverlässig und schwach detektierbar 
war, war die Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y. Neuroblastomzelllinien stammen von 
Vorläuferzellen für Neurone und Gliazellen ab und es wurde gezeigt, dass SH-SY5Y-Zellen 
nach Differenzierug mit Retinsäure neuronale Marker exprimieren (Kito et al. 1997). In der 
Hoffnung, die C15orf2-Expression verstärken zu können, wurden daher Zellen mit Retinsäure 
neuronal differenziert. Nach 14 Tagen Behandlung zeigten deutlich sichtbare, neuritenartige 
Verbindungen zwischen den Zellen, dass die Differenzierung grundsätzlich funktioniert hatte 




Abbildung 12: Neuronale Differenzierung der SH-SY5Y-Neuroblastomzelllinie. Nach 14 
Tagen Retinsäurebehandlung war eine deutliche Zunahme an langen neuritenartigen Zell-
Zell-Verbindungen zu beobachten (Pfeilspitzen).  
 
4.2.3 Immunfluoreszenzanalysen in einer C15orf2-Expressionszelllinie 
4.2.3.1 Intrazelluläre Lokalisation von C15orf2 in einer stabilen Expressionszelllinie 
Da keine Zelllinie mit zufriedenstellender C15orf2-Expression gefunden werden konnte, 
wurde alternativ das Flp-In™ T-REx™-293 Zellsystem der Firma Invitrogen genutzt, um eine 
stabile Zelllinie zu generieren, die FLAG-markiertes C15orf2 unter einem Doxycyclin-
induzierbaren Promotor exprimiert (siehe Material und Methoden 3.2.7). Diese Zelllinie (T-
REx293-C15orf2) zeigte nach Induktion eine 9,4-fache Überexpression von C15orf2 auf 
mRNA-Ebene sowie per Western-Blot nachweisbare Proteinexpression (Abbildung 13A). 
Immunfärbungen in diesen Zellen mit Antikörpern gegen C15orf2 oder gegen die FLAG-




Lokalisationsstudien mit Kernhüllenkomponenten zeigten außerdem, dass C15orf2 mit NPC-
Proteinen und mit den Lamina-Komponenten Lamin A und C co-lokalisiert ist (Abbildung 
13B). Der Grad der Co-Lokalisation wurde mit der Software ImarisColoc analysiert und die 
Berechnungen ergaben 79,6 % Co-Lokalisation von C15orf2 mit NPCs und 59,7 % Co-
Lokalisation von NPCs mit C15orf2. Für die Immunfluoreszenzfärbung mit Lamin A/C 
berechnete die Software 83,8 % Co-Lokalisation von C15orf2 mit Lamin und 70,7 % Co-
Lokalisation von Lamin mit C15orf2. Diese Beobachtungen unterstützten die Vermutung 
einer NPC-Assoziation von C15orf2, wären jedoch auch mit einer Lokalisation an anderen 
Strukturen der Zellkernhülle vereinbar.  
  
 
Abbildung 13: Subnukleäre Lokalisation von C15orf2 in einer induzierbaren C15orf2-
FLAG-Zelllinie. (A) Der Western-Blot zeigt die Expression von C15orf2 in T-REx293-
C15orf2-Zellen nach der Induktion der Transgenexpression mit Doxycyclin (+Dox) aber nicht 
nach Behandlung mit Wasser (Mock). Mit einer quantitativen Real-Time-PCR (Primer 23-24, 
Tab. A1) wurde eine 9,4-fache Zunahme der C15orf2-mRNA-Expression gemessen. Die 
Balken geben jeweils den Durchschnitt dreier technischer Replikate Doxycyclin-induzierter 
(+Dox, schwarz) und Mock-behandelter Zellen (Mock, weiß) wieder. (B) Immunfluores-
zenzfärbung induzierter T-REx293-C15orf2-Zellen. C15orf2-FLAG (rot) ist in der Zellkern-
peripherie lokalisiert und mit NPCs (grün, oben) und Lamin A/C (grün, unten) co-lokalisiert. 
Von der Imaris-Software generierte Co-Lokalisations-Kanäle, welche nur die co-lokalisierten 
Pixel enthalten, sind jeweils ganz rechts abgebildet. Die Zellkerne sind durch DAPI-Färbung 
(blau) markiert. Die Immunfluoreszenzbilder zeigen einzelne Schnittebenen aus Scans mit 
einem konfokalen Lasermikroskop. Die Maßstabsleisten entsprechen 10 µm. Abbildung 
verändert aus Neumann et al. (2012). 
 
4.2.3.2 Heterogenität der C15orf2-Expression in der stabilen Zelllinie  
Das Flp-In™ T-REx™-293 Zellsystem stellt die genetische Homogenität der Zelllinie sicher, 
indem es die Integration des Transgens an nur einer Position im Genom erlaubt und indem die 




sichergestellt wird (siehe Material und Methoden, 3.2.8.4). Überraschenderweise zeigten die 
einzelnen Zellen der T-REx293-C15orf2-Zelllinie dennoch Unterschiede in der Stärke der 
Antikörperfärbung von C15orf2 (Abb. 14A). Diese Unterschiede wurden mit zwei 
verschiedenen Anti-C15orf2-Antikörpern sowie einem Anti-FLAG-Antikörper in mehreren 
unabhängigen Versuchen bestätigt. Eine sehr kleine Minderheit der T-REx293-C15orf2-
Zellen (< 0,01 %) zeigte extrem hohe Werte innerhalb des beobachteten Spektrums der 
C15orf2-Expression. In diesen Zellen war ein Überexpressionsphänotyp mit abnormer 
Zellkernmorphologie und Invaginationen der Kernhülle zu beobachten (Abb. 14B). Dies 
deutet auf einen Einfluss der C15orf2-Überexpression auf die Integrität der Kernhülle hin. 
 
 
Abbildung 14: Expressionsheterogenität in der C15orf2-FLAG-Zelllinie. (A) 
Immunfluoreszenzfärbung induzierter T-REx293-C15orf2-Zellen mit C15orf2-FLAG (rot), 
anti-NPC-Färbung (grün, obere Zeile) oder anti-Lamin B1-Färbung (grün, untere Zeile) und 
DAPI-Färbung (blau) der DNA. Die einzelnen Zellkerne weisen Unterschiede in der 
Signalstärke des anti-FLAG-Antikörpers auf, die sich in den Lamin- und NPC-Färbungen 
nicht widerspiegeln. (B) Ein sehr kleiner Prozentsatz der induzierten T-REx-C15orf2-Zellen 
(< 0,01%) zeigte extrem hohe C15orf2-Signalstärken. In solchen Zellen waren Fehlbildungen 
der Kernhülle mit auffälligen Einstülpungen der Lamina und Verklumpungen der NPCs zu 
beobachten. Die Immunfluoreszenzbilder zeigen einzelne Schnittebenen aus Scans mit einem 
konfokalen Lasermikroskop. Die Maßstabsleisten entsprechen 10 µm. Abbildung verändert 




4.2.3.3 Ursachen der Heterogenität der stabilen Zelllinie  
Für die beobachtete Heterogenität kamen unterschiedliche Erklärungsmöglichkeiten in 
Betracht. Eine ungenügende Zugänglichkeit für die Antikörper konnte als Ursache 
ausgeschlossen werden, da andere Komponenten der Zellkernperipherie, wie die Kernlamina, 
nicht dasselbe Muster der Signalstärke zeigten. Der beobachtete Phänotyp in Zellen mit 
besonders hoher Signalstärke sprach außerdem dafür, dass es sich tatsächlich um 
Expressionsunterschiede handelt. Um eine genetische Heterogenität der Zelllinie als Ursache 
vollends auszuschließen, wurden klonale Linien aus einzelnen Zellen der T-REx293-C15orf2-
Linie gezogen und die Immunfluoreszenzanalysen an sechs Klonen wiederholt. Die Variation 
in der Proteinexpression war jedoch in den Klonen noch immer zu beobachten (Daten nicht 
gezeigt). Eine weitere interessante Erklärungsmöglichkeit wäre eine Zellzyklus-spezifische 
Regulation von C15orf2. Um dies zu untersuchen, wurden synchrone Zellpopulationen 
gewonnen, indem mit der Methode der zentrifugalen Gegenfluss-Elutriation Zellen aus 
unterschiedlichen Stadien der Interphase (G1, S und G2) isoliert und für 
Immunfluoresenzfärbungen ausgesät wurden (Abb. 15). Die zentrifugale Gegenfluss-
Elutriation hat gegenüber anderen Synchronisationsmethoden den Vorteil, dass der 
Stoffwechsel der Zellen kaum gestört wird und verschiedene Phasen des Zellzyklus analysiert 
werden können (Kauffman et al. 1990). Während die per Western-Blot analysierte 
Gesamtexpression von C15orf2 in zwei unabhängigen Experimenten in allen untersuchten 
Stadien in etwa gleich war, wurden in jeder der Phasen wiederum Unterschiede in den 
C15orf2-Leveln zwischen den einzelnen Zellen festgestellt. Eine Zellzyklus-spezifische 
Regulation von C15orf2 wurde somit ebenfalls als Ursache ausgeschlossen. Der Anteil an 
Zellen mit Invaginationen der Kernhülle konnte in diesem Experiment allerdings nicht 
verglichen werden, da alle Zellkerne durch die Trypsinisierung und die kurze Ruhephase eine 
unregelmäßige Form hatten. Ein solcher Trypsinisierungseffekt war auch in nicht-induzierten 






Abbildung 15: C15orf2-Expression in Zellzyklus-Fraktionen der T-REx293-C15orf2-
Zelllinie. (A) Zellzyklus-Fraktionen von induzierten T-REx293-C15orf2-Zellen wurden 
durch zentrifugale Gegenfluss-Elutriation (CCE) gewonnen. Anschließend wurde der DNA-
Gehalt der Zellen von  E.  Mladenov und T. Mußfeld per FACS-Analyse untersucht. Die 
Graphen zeigen den DNA-Gehalt von Zellen vor der CCE sowie von denjenigen 
Zellfraktionen, die als angereichert in G1- (Fraktion 25, f25), S-Phase- (f20) und G2-Zellen 
(f18) ausgewählt wurden (obere Zeile). Zellen aus diesen Fraktionen wurden für die 
Immunfluoreszenz ausgesät und eine Stunde zum Adhärieren inkubiert. Zur Kontrolle wurde 
ein Teil dieser Zellen nach einer Stunde geerntet und erneut per FACS analysiert (untere 
Spalte). Der Prozentsatz der Zellen, die sich im angereicherten Stadium befanden (fett 
gedruckt) hatte sich während der Inkubation nicht wesentlich verändert. (B) 
Immunfluoreszenzfärbungen eine Stunde nach der CCE zeigten, dass die 
Expressionsunterschiede zwischen den einzelnen Zellen in allen drei isolierten Zellzyklus-
Stadien mit denen in nicht-synchronen Zellen vergleichbar sind. Die Maßstabsleisten 
entsprechen 10 µm. (C) Western-Blot-Analyse der Zellzyklusfraktionen. Abbildung verändert 




4.2.3.4 Analyse der NPC-Assoziation mit 3D-strukturierter Illuminationsmikroskopie 
Obwohl die NPCs von Vertebraten mit etwa 125 nm Durchmesser zu den größten bekannten 
Proteinkomplexen gehören (Strambio-De-Castillia et al. 2010), ist es mit konventioneller 
Lichtmikroskopie nicht möglich, einzelne Kernporen aufzulösen. Das liegt daran, dass die 
physikalische Auflösungsgrenze von Lichtmikroskopen bei der Hälfte der Wellenlänge des 
sichtbaren Lichtes (je nach Fluorophor also 200 - 350 nm) liegt, was als Abbe-Limit 
bezeichnet wird (Abbe 1873; Schermelleh et al. 2010). Eine von mehreren auf 
Lichtmikroskopie basierenden Methoden, die in der Lage sind, das Abbe-Limit zu umgehen, 
ist die strukturierte Illuminationsmikroskopie (SIM) (Hell 2009; Huang et al. 2009). In der 
dreidimensional verbesserten Variante (3D-SIM) erreicht diese Methode eine laterale (x, y) 
Auflösung von 100 - 130 nm und eine axiale Auflösung (x, z) von ca. 250 nm und hat damit 
eine etwa achtfach verbesserte volurimetrische Auflösung gegenüber konfokaler 
Lasermikroskopie (Markaki et al. 2012). Schermelleh und Kollegen konnten zeigen, dass mit 
dieser Methode einzelne Kernporen aufgelöst und von der Kernlamina visuell unterschieden 
werden können (Schermelleh et al. 2008). Um zu entscheiden, ob C15orf2 am NPC oder an 
anderen Strukturen der Kernhülle lokalisiert ist, wurden speziell angefertigte 
Immunfluoreszenzpräparate von induzierten T-REx-293-C15orf2-Zellen mit einem 3D-SIM-
Mikroskop analysiert (Abb. 16, 17). Eine Co-Immunfärbung mit dem NPC zeigte, dass 
C15orf2 in der unmittelbaren Nachbarschaft von NPCs lokalisiert ist und eindeutig der 
nuklearen Seite einzelner Kernporen zugeordnet werden kann (Abb. 16). Da der verwendete 
Antikörper Mab414, der für die Anfärbung von NPCs verwendet wurde, mehrere 
Nukleoporine erkennt (NUP358, NUP214, NUP153 und NUP62), die sich auf der nukleären 
Seite, zentral und auf der cytoplasmischen Seite des Komplexes befinden, ist davon 
auszugehen, dass das NPC-Signal in etwa das gesamte Volumen des Komplexes wiedergibt. 
Demnach zeigt die Position der C15orf2-Signale im Verhältnis zu den NPC-Signalen, dass 
C15orf2 auf der nukleoplasmatischen Seite der NPCs lokalisiert ist und dabei relativ weit in 
den Zellkern hineinreicht. Entsprechend zeigt die Co-Immunfärbung mit Lamin B1, dass 
C15orf2 sich etwa auf einer Höhe mit der Kernlamina befindet und Lamin B1 und C15orf2 ein 






Abbildung 16: Hochauflösende Analyse der NPC-Assoziation von C15orf2 mit 3D-SIM. 
Die mittlere optische Schnittebene durch einen Zellkern zeigt, dass sowohl der NPC als auch 
C15orf2-FLAG ein ähnliches punktartiges Muster entlang des Chromatinaußenrandes (DAPI) 
aufweisen. Die Vergrößerung (4x) zeigt einen Ausschnitt der Kernhüllen zweier benachbarter 
Zellkerne. Hier ist deutlich erkennbar, dass C15orf2 (rot) in beiden Zellen auf der 
nukleoplasmischen Seite der NPCs (grün) lokalisiert ist. Die apikale optische Schnittebene 
zeigt ebenfalls, dass C15orf2 eng mit dem NPC assoziiert ist. Die Maßstabsleisten 
entsprechen 5 µm in den Übersichten und 1 µm in den Vergrößerungen. Abbildung verändert 







Abbildung 17: Hochauflösende Analyse der Lamina-Assoziation von C15orf2 mit 3D-
SIM. In der mittleren optischen Schnittebene durch einen Zellkern sind deutliche 
Unterschiede zwischen der kontinuierlichen, linearen Struktur der Kernlamina und dem 
punktartigen Muster von C15orf2-FLAG zu erkennen. Ein ähnlich deutlicher 
Strukturunterschied ist auch in der apikalen optischen Schnittebene sichtbar. In den 
Vergrößerungen (4x) der mittleren und apikalen optischen Schnittebene wird deutlich, dass 
C15orf2-FLAG (rot) sich etwa in einer Ebene mit der Kernlamina (grün) befindet. Die beiden 
Signale wechseln sich jedoch ab und zeigen nur wenig Überlappung. Die Maßstabsleisten 
entsprechen 5 µm in den Übersichten und 1 µm in den Vergrößerungen. Abbildung verändert 






4.2.4 Verteilung von C15orf2 in Fraktionen der Zellkernhülle 
Um die beobachtete NPC-Assoziation von C15orf2 mit einem biochemischen Ansatz zu 
verifizieren, wurde eine Kernhüllen-Isolations- und -Franktionierungsmethode von Cronshaw 
und Kollegen angewandt (Cronshaw et al. 2002). Hierzu mussten zunächst intakte Zellkerne 
von induzierten T-REx-293-C15orf2-Zellen isoliert werden, die noch beide Kernmembranen 
besaßen. Die Kernhüllen wurden anschließend isoliert und schrittweise fraktioniert, sodass im 
vorletzten Schritt nur noch die weitgehend intakte Lamina mit den NPCs, die über 
Proteininteraktionen in ihr verankert sind, vorlag. Die Proteininteraktionen der NUPs 
miteinander und mit der Lamina wurden im letzten Schritt durch den Einsatz eines 
zwitterionischen Detergenz selektiv gelöst, während die Interaktionen der Lamine bestehen 
blieben. Die unlösliche Lamina konnte daher pelletiert werden, während die NUPs in Lösung 
gingen. Im Ergebnis dreier unabhängiger Franktionierungsversuche mit Zellkernen induzierter 
T-REx-293-C15orf2-Zellen wurde Lamin B1 nur in der Pellet-Fraktion des letzten Schrittes 
detektiert (Abb. 18).  
 
 
Abbildung 18: Subfraktionierung der Kernhülle. Links: Schema des 
Zellkernfraktionierungsprotokolls. Verändert nach Matunis (2006). Rechts: Western-Blot. P: 
Lamina-Pellet; S: NUP-angereicherter Überstand (supernatant). Der verwendete anti-NPC-
Antikörper “Mab414” bindet FG-Repeat-Nukleoporine. Die drei detektierten Banden 
repräsentieren vermutlich NUP358, NUP153 und NUP62 (Cronshaw et al. 2002). Nach 
längeren Belichtungszeiten wurde auch NUP62 in der Pelletfraktion detektiert. Abbildung 





Die NUPs, die mit dem Mab414 Antikörper detektiert wurden, waren sowohl im Pellet als 
auch im Überstand detektierbar. Ebenso war C15orf2 sowohl im Pellet als auch im Überstand 
nachweisbar. Verglichen mit den NUPs schien jedoch prozentual mehr C15orf2 in der Pellet-
Fraktion zu verbleiben, was eine stärkere Bindung von C15orf2 an die Kernlamina nahelegt 
und in guter Übereinstimmung mit der 3D-SIM Lokalisation ist. 
4.2.5 Einfluss der C15orf2-Überexpression auf den mRNA-Export  
Für einige NUPs und NPC-assoziierte Proteine, z.B. für das Korb-NUP NUP153, wurden 
Funktionen in der Regulation des mRNA-Exportes nachgewiesen (Bastos et al. 1996; 
Hawryluk-Gara et al. 2005; Wickramasinghe et al. 2010). Um zu überprüfen, ob die 
Überexpression von C15orf2 den mRNA-Export beeinflusst, wurde eine mRNA-Fluorezenz-
in situ-Hybridisierung (mRNA-FISH) durchgeführt. Würde C15orf2-Überexpression den 
mRNA-Export negativ beeinflussen, wäre in induzierten Zellen verglichen mit Kontrollzellen 
eine Anreicherung der mRNA im Zellkern zu erwarten. Eine positive Beeinflussung würde 
das Gegenteil bewirken. Der Vergleich von induzierten und nicht-induzierten T-REx293-
C15orf2-Zellen zeigte jedoch keinen Unterschied in der Verteilung der mRNA (Abb. 19).  
Auch solche Zellen, die extreme hohe C15orf2-Level und einen Kernhüllenphänotyp 
aufwiesen (vergleiche Abschnitt 4.2.3.2), zeigten keine Veränderung in der mRNA-
Verteilung (Daten nicht gezeigt).  
 
Abbildung 19: Poly(A)+-RNA Verteilung in T-REx293-C15orf2-Zellen. Poly(A)+-mRNA 
wurde mit einer Cy3-markierten poly-dT50-Sonde (rot) detektiert und war größtenteils im 
Zytoplasma, aber auch im Zellkern (DAPI, blau), lokalisiert. Es konnte kein Unterschied 
zwischen induzierten (Dox) und H2O-behandelten (Mock) T-REx293-C15orf2-Zellen 





4.2.6 Einfluss der C15orf2-Überexpression auf die Genexpression 
Einige NPC-Proteine können die Zugänglichkeit des Chromatins beeinflussen und sind an der 
Regulation der Genexpression beteiligt (Vaquerizas et al. 2010). Daher wurde eine 
Affymetrix Gene St 1.0 Array-Analyse durchgeführt, um Unterschiede in der Genexpression 
von induzierten und nicht-induzierten T-REx293-C15orf2-Zellen zu messen. In drei 
technischen Replikaten fanden sich jedoch nach Bonferroni-Korrektur keine signifikanten 
Expressionsunterschiede, abgesehen von einer etwa zehnfachen Überexpression von C15orf2 
selbst. Die auf dem Array detektierte Überexpression ist in guter Übereinstimmung mit den in 
Abschnitt 4.2.3.1 beschriebenen Real-Time-PCR-Ergebnissen. Die Originaldaten der 
Arrayanalyse können in der Datenbank des Gene Expression Omnibus (GEO) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) unter der Nummer GSE36575 eingesehen werden. 
 
Auch wenn die genaue Funktion des C15orf2-Proteins bisher nicht geklärt werden konnte, 
zeigen die Ergebnisse der Proteinanalyse, dass C15orf2 mit NPCs in der Zellkernperipherie 
assoziiert ist. Nach Absprache mit dem “HUGO Gene Nomenclature Committee” (HGNC) 
wurde daher der neue Name “Nuclear pore associated protein 1” (NPAP1) für C15orf2 
festgelegt. Der Übersichtlichkeit halber wird dennoch im Folgenden der Name C15orf2 
beibehalten. 
 
4.3 Evolutionärer Ursprung des C15orf2-Gens 
Das C15orf2-Gen gehört zu den geprägten Genen der chromosomalen Region 15q11q13 beim 
Menschen, fehlt aber in der ebenfalls geprägten orthologen Region der Maus. Um die 
Entstehung der Region 15q11q13 besser zu verstehen, wurde daher die evolutionäre Herkunft 
des Gens untersucht. 
4.3.1 Evolutionäre Konservierung von C15orf2-Orthologen in Primaten und 
Analyse des Weißbüschelaffen-Orthologs 
In der Ensembl-Datenbank (http://www.ensembl.org) waren C15orf2-Orthologe für die 
Primatenspezies Schimpanse, Gorilla, Orang-Utan und Rhesusaffe eingetragen. Um 
Orthologe in weiteren Primaten zu finden, wurde eine UCSC-Datenbanksuche 
(http://genome.ucsc.edu) mit dem BLAT-Algorithmus durchgeführt. Als Suchanfrage wurde 
die humane C15orf2-Gensequenz verwendet. Auf diese Weise konnten auch in Gibbon, 




Orthologe in der 15q11q13-orthologen Region identifiziert werden. Dagegen wurde im 
Buschbaby (Otolemur garnettii), einem Vertreter der weiter vom Menschen entfernten 
Unterordnung Strepsirrhini (Abb. 20A), kein solches Ortholog gefunden. Da die Region  
15q11q13 in dieser Spezies ausreichend gut assembliert ist und keine großen Sequenzlücken 
aufweist, ist davon auszugehen, dass das Buschbaby kein C15orf2-Ortholog besitzt.  
Die Genome von Pavian, Koboldmaki (Tarsius syrichta) und Mauslemur (Microcebus 
murinus) wurden ebenfalls analysiert, allerdings war die Assemblierung dieser Genome zum 
Zeitpunkt der Analyse noch nicht vollständig genug, um erhaltene Datenbanktreffer 




Abbildung 20: Konservierung von C15orf2 in Primaten. (A) Der schematische 
phylogenetische Baum zeigt vereinfacht die Familienstruktur der Ordnung Primaten. 
C15orf2-Orthologe wurden in allen untersuchten Mitgliedern der Parvordnungen Platyrrhini 
und Catarhini (rote Zweige) gefunden. (B) Der Ausschnitt aus einem Gen-Alignment von 
C15orf2-Orthologen zeigt zwei gut konservierte Genabschnitte sowie einen Abschnitt, in dem 






Unter den Primatenspezies, deren Genome vollständig genug sequenziert und assembliert 
waren und die C15orf2-Orthologe besaßen, waren der Weißbüschelaffe und das 
Totenkopfäffchen, als Vertreter der Parvordnung Platyrrhini innerhalb der Unterordnung 
Haplorrhini, die entferntesten Verwandten des Menschen (Abb. 20A). Die Sequenz des 
Weißbüschelaffen-Orthologs enthielt eine etwa 2,5 kbp große Sequenzlücke. Da ein 
Alignment mit dem humanen Gen zeigte, dass diese Sequenzlücke im Bereich des 
mutmaßlichen ORFs liegt, wurde der fehlende Teil des Gens sequenziert (Primer 25-30, Tab. 
A1). Die vollständige Sequenz (Tab. A3) war zu 69,9 % mit dem humanen Gen identisch.  
Im Unterschied zu allen anderen Primaten mit C15orf2-Orthologen konnte im 
Weißbüschelaffen kein durchgehender orthologer ORF gefunden werden, dessen Länge der 
des humanen ORFs entspricht. Es bestehen dennoch unterschiedliche Möglichkeiten einer 
proteincodierenden Funktion des Gens (Abb. 21). Eine Möglichkeit wäre ein verkürzter ORF 
von 1755 bp, der für ein 584 AS großes Protein mit hoher Sequenzhomologie zum mittleren 
Teil des C15orf2-Proteins (AS 297-865) codieren würde (58,6 % Gesamthomologie). Diesem 
Protein würden allerdings große Teile des N- und C-Terminus von C15orf2 fehlen (Abb. 
21A). Deshalb wurde das Programm GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) 
verwendet, um die Exon-Intron-Struktur des Weißbüschelaffen-Orthologs vorherzusagen. Die 
GENSCAN-Vorhersage entspricht einem 3060 bp langem ORF mit zwei kleinen Introns, 
welcher 164 bp downstream des humanen ORFs beginnt und synchron mit ihm endet (Abb. 
21B). Das codierte Protein hätte ebenfalls eine hohe Sequenzhomologie (66 %) mit dem 
humanen C15orf2 und besäße zudem die größere Sequenzabdeckung. Upstream des kurzen 
intronlosen ORFs, aber überlappend mit dem ersten Exon der GENSCAN-Vorhersage, besitzt 
die Weißbüschelaffen-Sequenz mehrere kurze Insertionen/Deletionen (Indels) verglichen mit 
den Sequenzen des Menschen und anderer Primaten, die nicht Vielfache von 3 bp sind und 
daher den frame eines hier lokalisierten intronlosen ORFs gegenüber dem humanen Ortholog 
verschieben würden (Abb. 21). Dagegen existieren im downstream liegenden Genbereich, vor 
allem im zweiten Exon der GENSCAN-Vorhersage, eine Reihe von Deletionen in der 
Weißbüschelaffen-Sequenz gegenüber anderen Primaten-Sequenzen, die große Vielfache von 
3 bp (bis zu 39 bp) sind (Abb. 20B, Abb. 21). Diese Serie von in frame Indels beginnt 
bemerkenswerterweise schon upstream des kurzen intronlosen ORFs. Das Indel-Muster weist 






Abbildung 21: Vergleich der ORF-Vorhersagen für das Weißbüschelaffen-Ortholog. Die 
schematische Darstellung ist ungefähr maßstabsgetreu; dabei orientieren sich die Längen von 
5’UTR und 3’UTR an denen des humanen C15orf2. Proteincodierende Exons sind als 
schwarze Kästchen, Introns und UTRs als schwarze Linien dargestellt. (A) Kurzer intronloser 
ORF in der Weißbüschelaffen C15orf2-Sequenz, der mithilfe der Geneious-Software 
identifiziert wurde. (B) Genvorhersage des Programms GENSCAN mit drei Exons. Indels von 
1 oder 2 bp Länge sind als rote senkrechte Linien dargestellt; Indels, die Vielfache von 3 sind, 
sind als grüne senkrechte Linien dargestellt. Die Längen der in frame Indels sind von 5‘ nach 
3‘: 3 bp, 18 bp, 36 bp, 15 bp, 24 bp, 39 bp, 6 bp. 
 
4.3.2 Analyse einer neuen, C15orf2-homologen Genfamilie in den Eutheria 
Zusätzlich zu den bereits erwähnten Primatengenen befanden sich in der Ensembl-Datenbank 
auch Gene von Hund (ENSCAFG00000014649 und ENSCAFG00000023307), Rind 
(ENSBTAG00000046462), Schwein (ENSSSCG00000022532) und Elefant 
(ENSLAFG00000014287 und ENSLAFG00000031777), die als C15orf2-Orthologe annotiert 
waren. In Anbetracht der bereits bekannten Abwesenheit des Gens aus der murinen 
orthologen Region, schien dieses Muster zunächst dem traditionellen Verständnis von der 
Säugetierevolution zu widersprechen, da dieses die Nagetiere den Primaten näher stellt als 
Wiederkäuer und Fleischfresser. Daher wurde die Konservierung der Syntänie dieser Gene 
genauer analysiert (Tab. 2). Mithilfe des UCSC-Genom-Browsers konnte ermittelt werden, 
dass nur die Primaten-Orthologe Syntänie mit NDN- und SNRPN-Orthologen aufwiesen, 
während die als C15orf2-Orthologe bezeichneten Gene anderer Säugetiere zwischen den 
jeweiligen Orthologen von Transducin-like enhancer of split (TLE) 1 und TLE4 liegen. TLE1 
und 4 gehören zu einer größeren Region mit konservierter Syntänie, die Orthologe der 
humanen Gene GNA14, GNAQ, PSAT1, TLE4, TLE1, RASEF und FRMD3 (centromerisch 




Tabelle 2: Konservierung der zwei Sytäniegruppen in Säugetieren. Die Pfeile zeigen die 




Zusätzlich zu den bereits erwähnten Säugerspezies enthielt die Ensembl-Datenbank auch 
Gene von Katze, Spitzhörnchen und Frettchen, die als C15orf2-Orthologe annotiert waren. 
Die Genome dieser Spezies waren zum Zeitpunkt der Analyse allerdings für Syntänieanalysen 
noch nicht gut genug assembliert. Der Katzen-Scaffold GL897178.1 enthielt neben dem als 
C15orf2-Ortholog annotierten Gen (ENSFCAG00000010320) auch eine TLE1-homologe 
Sequenz und machte es deshalb wahrscheinlich, dass ENSFCAG00000010320 zu der oben 
beschriebenen Familie von C15orf2-Homologen mit Lokalisation zwischen TLE1 und TLE4 
gehört. Für alle Gene dieser Familie sagte die Ensembl-Pipeline (Potter et al. 2004) 
proteincodierende Funktionen voraus. Mitglieder dieser neuen Familie orthologer Gene 
erhielten den vorläufigen Namen Nuclear pore-associated protein 1-like (NPAP1L), der sich 
von dem neuen Namen für C15orf2, NPAP1, ableitet. 
Über eine UCSC-Datenbanksuche mit dem BLAT-Algorithmus und der humanen C15orf2-
Sequenz als Suchanfrage wurden weitere Genome nach NPAP1L-Orthologen durchsucht. Die 
Suche ergab weitere NPAP1L-Sequenzen, unter anderem in Pferd und Kaninchen aber in 




außerdem keine Syntänie der Gene TLE1 und TLE4 vor. Mit der Datenbanksuche wurden 
keine C15orf2-homologen Sequenzen in Beuteltieren oder außerhalb der Säugetiere gefunden. 
Im humanen Genom ergab die UCSC-Datenbanksuche mit dem BLAT-Algorithmus und der 
humanen C15orf2-Sequenz als Suchanfrage neben C15orf2 eine Reihe von Suchergebnissen 
auf den Chromosomen 9 und 10. Die beiden signifikantesten Ergebnisse liegen nur ca. 500 kb 
voneinander entfernt und in gegensätzlicher Orientierung auf Chromosom 9. Beide Treffer 
überlappen mit je einem Ensembl-annotierten Pseudogen (ENSG00000238002 auf dem 
Plusstrang und ENSG00000236521 auf dem Minusstrang). Da diese Sequenzen zwischen den 
humanen Orthologen von TLE1 und TLE4 liegen, scheint es sich um zwei Kopien von 
NPAP1L zu handeln (Tab. 2). Die beiden NPAP1L-Kopien enthalten nur sehr kurze ORFs, 
deren theoretische Proteinprodukte wenig Homologie zu C15orf2 oder NPAP1L aufweisen. 
Allerdings beinhaltet die Plusstrang-Kopie wie C15orf2 ein piRNA-Cluster und könnte 
möglicherweise als nicht-proteincodierendes Wirtsgen dieser kleinen RNAs exprimiert 
werden. 
Auch in den Genomen von Hund und Elefant existiert NPAP1L in zwei hochähnlichen 
Kopien gegensätzlicher Orientierung. Allerdings sind die humanen Kopien, die sich auch in 
anderen Primatenspezies finden, in einer 3‘ zu 3‘ Orientierung lokalisiert, während die 
Kopien in Hund und Elefant 5‘ zu 5‘-orientiert sind (Tab. 2).  
4.3.4 Expressionsanalyse von NPAP1L im Rind 
Während die meisten NPAP1L-Gene ausschließlich in der Ensembl-Datenbank annotiert sind, 
gibt es für das Ortholog des Rindes auch einen Eintrag in NCBI (GI:296484724). Deshalb 
wurde diese Spezies für eine NPAP1L-Expressionsanalyse ausgewählt. Hierzu wurde cDNA 
aus unterschiedlichen bovinen Geweben mit Primern amplifiziert, die die von Ensembl 
vorhergesagten Introns überspannen und deshalb in einer PCR mit genomischer DNA als 
Template zu größeren Produkten führen sollten als mit cDNA als Template (Primer 31-34, 
Tab. A1). Dabei überspannte Assay 1 das größere der beiden vorhergesagten Introns (1067 
bp) und sollte von cDNA ein 509 bp großes Produkt und von genomischer DNA ein 1576 bp 
großes Produkt generieren. Assay 2 überspannte das kleinere vorhergesagte Intron (17 bp) 
und sollte von cDNA ein 210 bp und von genomischer DNA ein 227 bp großes Produkt 
amplifizieren. Mit beiden Assays wurde eine schwache Expression von NPAP1L in einigen 
Regionen des zentralen Nervensystems (Nucleus caudatus, Cerebellum, Hippocampus und 
Hypothalamus) nachgewiesen (Abb. 22). In Leber, Plazenta und Skelettmuskel konnte keine 




für cerebralen Cortex, Niere und Testis erhalten. Vermutlich war die Expression in diesen 
Geweben so gering, dass sie sich unterhalb der Detektionsgrenze des weniger effizienten 
Assay 1 befand.  
Überraschenderweise hatten die Produkte, die mit Assay 1 generiert wurden, nicht die 
erwartete Größe für die Amplifikation von cDNA, sondern liefen auf einer Höhe mit dem 
Produkt von genomischer DNA. Eine mögliche Kontamination der kommerziell erworbenen 
cDNA mit genomischer DNA wurde durch eine intronüberspannende PCR des ACTB-Gens 
ausgeschlossen (Primer 35-36, Tab. A1). Die Sequenzierung einzelner NPAP1L-Produkte 
bestätigte, dass die vorhergesagten Introns sowohl in den cDNA-Produkten als auch in den 
Produkten von genomischer DNA enthalten waren. Dies war auch in den mit Assay 2 
generierten PCR-Produkten der Fall, deren erwarteter Größenunterschied zu gering war, um 
ihn auf dem Gelbild zu erkennen.  
Die Expressionsanalysen zeigen, dass das bovine NPAP1L-Ortholog zwar in einigen 
Geweben, insbesondere im Gehirn, exprimiert wird, diese Expression aber co-linear mit der 
DNA erfolgt und nicht das von Ensembl vorhergesagte Spleißmuster aufweist. Dies stellt die 
durch die Ensembl-Pipeline vorhergesagte proteincodierende Funktion des Gens infrage. 
 
 
Abbildung 22: NPAP1L-Expressionsanalyse im Rind. ZNS: zentrales Nervensystem; NC: 
Nucleus caudatus; CC: cerebraler Cortex; Hip: Hippocampus; Hyp: Hypothalamus; Plaz: 
Plazenta; SM: Skelettmuskel; Tes: Testis; PK: Positivkontrolle (bovine DNA aus Testis); NK: 
Negativkontrolle (Wasser). Als Größenstandard wurde für Assay 1 MassRulerTM DNA 




4.3.3 Phylogenetische Analyse der C15orf2-, NPAP1L- und POM121-
Proteinfamilien 
Die Beobachtung, dass in einigen Säugetieren NPAP1L-Sequenzen mit proteincodierendem 
Potenzial vorhanden sind, während C15orf2 nur in Primaten zu finden ist, legte die Annahme 
nahe, dass NPAP1L anzestral zu C15orf2 sein könnte. Um diesem Sachverhalt in 
unvoreingenommener Weise zu begegnen, wurde ein phylogenetischer Stammbaum generiert 
(Abb. 23). Dieses in silico Experiment wurde von Nathalie Feiner aus der 
evolutionsbiologischen Arbeitsgruppe von Prof. Axel Meyer in Konstanz durchgeführt. Die 
dem Stammbaum zugrunde liegenden Sequenzen wurden aus einer NCBI-Datenbanksuche 
mit dem BLASTp-Algorithmus (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) und der humanen C15orf2-
Proteinsequenz als Suchanfrage entnommen. Zusätzlich wurden auch einige der in Ensembl 
vorhergesagten NPAP1L-Proteinsequenzen mit in die Analyse einbezogen, da diese mit 
Ausnahme der bovinen Sequenz nicht in der NCBI-Datenbank eingetragen waren. Das 
Datenset enthielt C15orf2 von unterschiedlichen Primaten, eine Gruppe von Sequenzen, die 
mit UPF0607 bezeichnet sind, NPAP1L von Elefant, Hund, Katze, Schwein und Rind, sowie 
POM121 und POM121-like Proteine. Aus diesen Sequenzen wurde ein Maximum-Likelihood-
Tree generiert (Abb. 23). Die Topologie des Baumes legt nahe, dass das POM121-Gen der 
gemeinsame Vorfahre von C15orf2, NPAP1L und UPF0607 ist. NPAP1L wiederum scheint 
der Vorfahre der primatenspezifischen Schwestergene C15orf2 und UPF0607 zu sein. 
Während der Ast, der POM121 und POM121-ähnliche Proteine enthält, Sequenzen 
unterschiedlicher Vertebraten beinhaltet, enthält der Ast mit NPAP1L-Sequenzen 
ausschließlich Säugetierproteine und die beiden Geschwisteräste mit C15orf2 und UPF0607 
sind primatenspezifisch. Anhand des Baumes ist außerdem zu erkennen, dass die NPAP1L-
Gene in Elefant (ENSLAFG00000014287 und ENSLAFG00000031777) und Hund 
(ENSCAFG00000014649 und ENSCAFG00000023307) das Ergebnis zweier unabhängiger 
Duplikationsereignisse sind, da die Sequenzen innerhalb einer Spezies miteinander näher 





Abbildung 23: Phylogenetischer Baum der C15orf2-verwandten Proteinfamilien. Der 
Baum wurde mithilfe der Maximum-Likelihood-Methode aus allen erhaltenen 




erstellt. Die Topologie weist darauf hin, dass die NPAP1L-Sequenzen aus POM121 
hervorgingen und die Primaten-spezifischen Proteine C15orf2 und UPF0607 von NPAP1L 
abstammen. Die Position der Elefanten-NPAP1L-Sequenzen (*) entspricht nicht der Position 
der Afrotheria innerhalb der akzeptierten Phylogenie der Säugetiere, was aber zum Teil auf 
die geringe Größe des Datensets zurückzuführen sein könnte (Nathalie Feiner, persönliche 
Kommunikation). Anhand der Zweiglängen wird deutlich, dass NPAP1L sich in Elefant (*) 
und Hund (**) unabhängig dupliziert hat. Der Maßstabsbalken entspricht 0,2 Substitutionen 





5.1 Die monoallelische Expression von C15orf2 wird vermutlich nicht 
durch sein Promotor-assoziiertes CpG-Island reguliert 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die monoallelische Expression des C15orf2-Gens, die für das 
fetale Gehirn bereits bekannt war, auch im adulten Gehirn nachgewiesen. An insgesamt fünf 
informativen Polymorphismen in zwei Individuen wurde jeweils nur eines der Allele in der 
mRNA detektiert. Da kein Material von den Eltern der Spender vorhanden war, konnte die 
elterliche Herkunft des exprimierten Allels hier nicht bestimmt werden. Die Position des Gens 
innerhalb der genomischen Region 15q11q13 und der Nachweis einer paternalen Expression 
im fetalen Gehirn legen aber die Vermutung nahe, dass C15orf2 vom paternalen Allel 
exprimiert wird (Wawrzik et al. 2010).  
Die Methylierungsanalyse des Promotor-CpG-Islands von C15orf2 zeigte eine überwiegende 
Methylierung in Blut und Gehirn. Im Hinblick auf die monoallelische Expression des Gens im 
Gehirn war dieses Ergebnis überraschend, da geprägte Gene häufig von DMRs in Promotor-
CpG-Islands reguliert werden, die dann auf dem exprimierten Allel unmethyliert sind (Reik 
und Walter 2001). In der informativen Gehirnprobe wurden geringe Unterschiede in der 
Gesamtmethylierung der Allele gefunden, sowie etwas stärkere Unterschiede in kleinen, 
wenige CpG-Positionen umfassenden Subregionen. Auch an diesen Positionen wurden auf 
dem stärker methylierten Allel höchstens 1,5-mal mehr methylierte CpGs detektiert. 
Auffallend war, dass sowohl die Methylierungsmuster als auch die allelspezifischen 
Methylierungsunterschiede große Ähnlichkeit zwischen Gehirn und Blut aufwiesen, obwohl 
in Blut als einzigem untersuchten Gewebe keine Expression der C15orf2-mRNA 
nachgewiesen werden konnte (Wawrzik 2009). Es ist daher fraglich, ob die Expression von 
C15orf2 durch die CpG-Island-Methylierung reguliert wird. Da das CpG-Island erst 50 bp 
downstream des Transkriptionsstartpunktes von C15orf2 beginnt, entspricht es auch nicht 
dem typischen Bild eines CpG-reichen Promotors, bei dem das CpG-Island üblicherweise 
upstream eines Gens liegt oder den Transkriptionsstart überspannt (Gardiner-Garden und 
Frommer 1987; Reik und Walter 2001). 
Die Frage ist daher, welcher andere Mechanismus die monoallelische Expression von 
C15orf2 im Gehirn reguliert. Da die Existenz eines Poly-A-Schwanzes am 3‘-Ende der 
C15orf2-mRNA in dieser Arbeit verifiziert wurde, ist nicht davon auszugehen, dass die 




Transkriptionseinheit zurückgeht. Es kann auch nicht als wahrscheinlich angesehen werden, 
dass C15orf2 Teil einer weiteren Transkriptvariante des SNRPN-Locus ist, da es erstens nicht 
gelungen ist, das C15orf2-Transkript an ein PWRN1-Exon anzuschließen, für das alternatives 
Spleißen auf  SNRPN-upstream-Exons nachgewiesen wurde (Wawrzik et al. 2009), zweitens 
keine überzeugende Spleiß-Akzeptorsequenz in oder upstream der C15orf2-5’UTR 
identifiziert werden konnte und drittens keine Teilsequenzen (expressed sequence tags, ESTs) 
dieser Art in den Datenbanken vorhanden sind. Trotzdem kann diese Möglichkeit derzeit 
nicht vollständig ausgeschlossen werden. Auch wenn C15orf2 nicht Teil des SNRPN-Locus 
ist, könnte zwischen der monoallelischen Expression von C15orf2 und der monoallelischen 
Expression der überspannenden SNRPN-upstream-Transkripte dennoch ein Zusammenhang 
bestehen. Für einen solchen Zusammenhang sprechen die ähnlichen Expressionsmuster von 
PWRN1 und C15orf2 mit biallelischer Expression in Testis und monoallelischer Expression 
im fetalen Gehirn (Buiting et al. 2007). Da im Gehirn, wo PWRN1-enthaltende SNRPN-
upstream-Transkripte detektiert wurden (Wawrzik et al. 2009), das Chromatin im Bereich von 
C15orf2 auf einem Allel geöffnet vorliegt, wäre es vorstellbar, dass dies den C15orf2-
Promotor für trans- oder cis-agierende Faktoren zugänglich macht, die die Transkription 
ermöglichen, ohne dass die DNA-Methylierung beeinflusst wird. Desweiteren besteht die 
Möglichkeit, dass die Transkription im Gehirn von einem bisher unentdeckten alternativen 
Promotor reguliert wird. In der Arbeit von Färber und Kollegen, in der C15orf2 identifiziert 
wurde, wurde ein C15orf2-Trankript per Northern-Blot detektiert, dessen Länge von ca. 3,5 
kbp mit den dort publizierten Start- und Endpunkten des Gens übereinstimmt (Färber et al. 
2000). Da in dieser Arbeit die Expression aber nur in Testis nachgewiesen wurde, muss die 
dort detektierte Transkriptgröße nicht zwangsläufig mit der im Gehirn übereinstimmen. In den 
Daten des ENCODE-Projektes (Dunham et al. 2012) sind in der C15orf2-upstream-Region 
keine promotortypischen Histonmodifikationen wie Histon3-Acetylierung oder Histon3-
Lysin4-Methylierung zu finden. Allerdings gibt es auch am bisher angenommenen Promotor 
keine solchen Modifikationen in der Datenbank.  
 
5.2 C15orf2 codiert für ein NPC-assoziiertes Protein 
Die Ergebnisse aus in silico-Analysen, hochauflösender Mikroskopie und der Fraktionierung 
der Zellkernhülle legen insgesamt nahe, dass es sich bei C15orf2 um ein NPC-assoziiertes 
Protein handelt. C-terminal der Transmembranregion von POM121 zeigt C15orf2 eine hohe 




wurde dieser Teil des Proteins als „nucleoporin-like“ (Nukleoporin-ähnlich) beschrieben, da 
er FG-Repeats enthält, die bereits von NUPs des zentralen Kanals des NPC bekannt waren 
(Hallberg et al. 1993). Es wird angenommen, dass Transportrezeptoren mit den FG-Repeat-
Motiven der intrinsisch unstrukturierten NUPs im zentralen Kanal interagieren, um den 
Transport von Makromolekülen zu ermöglichen (Lim et al. 2007; Strambio-De-Castillia et al. 
2010; Yang 2011). C15orf2 ist zwar ebenfalls intrinsisch unstrukturiert, enthält aber keine 
FG-Repeats. Daher ist eine Funktion beim selektiven Transport im zentralen Kanal eher nicht 
wahrscheinlich. Die genaue Funktion von C15orf2 am NPC ist mit bioinformatischen 
Methoden schwer vorherzusagen, da es keine vorhersagbare Sekundärstruktur besitzt. 
Proteine, die in ihrer gesamten Länge intrinsisch unstrukturiert sind, besitzen von sich aus 
keine definierte 3-dimensionale Struktur. Trotzdem sind spezifische Interaktionen mit anderen 
Proteinen möglich und einige intrinsisch unstrukturierte Proteine bilden bindungsabhängige 
Tertiärstrukturen aus (Dyson und Wright 2005).  
Trotz intensiver Bemühungen konnte keine Zelllinie gefunden werden, die das C15orf2-
Protein in zuverlässig detektierbarer Weise endogen exprimiert. Eine mögliche Erklärung für 
die Schwierigkeiten, eine geeignete Zelllinie zu finden, könnte die mangelnde Sensitivität der 
zur Verfügung stehenden Antikörper sein. In der T-REx-293-C15orf2-Zelllinie waren die 
Antikörpersignale mit dem Anti-FLAG-Antikörper auch im direkten Vergleich deutlich 
stärker als die Signale der anti-C15orf2-Antikörper (Daten nicht gezeigt). Es ist aber auch 
nicht auszuschließen, dass das C15orf2-Protein nur in postmitotischen Zellen exprimiert wird 
und deshalb in keiner Zelllinie zu finden ist. In diesem Fall könnte das Protein 
möglicherweise nach neuronaler Differenzierung humaner iPSCs in postmitotischen Zellen 
detektiert werden. 
Wie nach den in silico-Ergebnissen zu erwarteten, wurde C15orf2 nach ektopischer 
Expression in der nukleären Peripherie humaner Zellen detektiert und zeigte dort Co-
Lokalisation mit Komponenten der Zellkernhülle. Diese Beobachtung stand im Widerspruch 
zu Ergebnissen von Wawrzik und Kollegen, die eine nukleoplasmische Lokalisation von 
C15orf2 in HEK- und HeLa-Zellen beobachtet hatten (Wawrzik et al. 2010). Diese 
Ergebnisse wurden allerdings nach transienter Transfektion der Zellen erzielt, wodurch die 
Transgen-Expression sehr viel höher war, als in der hier beschriebenen stabilen Zelllinie, die 
C15orf2 von nur einer Kopie im Genom exprimiert. Der Expressionsunterschied wurde durch 
Western-Blot-Vergleiche der Proteinlysate transient transfizierter Zellen und induzierter T-




Auswertung der C15orf2-Immunfluoreszenzanalysen von Wawrzik und Kollegen, dass auch 
einige der transient transfizierten Zellen eine randbetonte Färbung des Zellkerns aufwiesen 
(Daten nicht gezeigt). In derselben Arbeit wurden auch immunhistochemische Färbungen von 
Hirnschnitten gezeigt, in denen C15orf2 im Cytoplasma von Neuronen detektiert wurde. 
Diese Beobachtung steht jedoch nicht nur zu den hier vorgestellten Ergebnissen im 
Widerspruch, sondern auch zu den Immunfluoreszenzfärbungen derselben Arbeit, sowie zu 
der in silico-Vorhersage der Zellkernlokalisation von C15orf2. Es könnte sich möglicherweise 
um ein Artefakt der post mortem-Lagerung der Proben von 4-96 h im Vorfeld der 
Immunhistochemie handeln (Wawrzik et al. 2010). 
Das Flp-InTM T-RExTM-System, das zur Generierung der stabilen Expressionszelllinie 
verwendet wurde, ermöglicht eine gezielte Genintegration und stellt durch konstante 
Selektion sicher, dass alle Zellen der Linie genetisch identisch sind (Ward et al. 2011). Da in 
den induzierten T-REx293-C15orf2-Zellen trotzdem deutliche Expressionsunterschiede zu 
erkennen waren, wurde eine genetische Heterogenität der Zelllinie zusätzlich durch das 
Subklonieren einzelner Zellen ausgeschlossen. Auch für eine Zellzyklus-abhängige 
Regulation von C15orf2 konnten keine Hinweise gefunden werden. Als weitere mögliche 
Ursache käme eine posttranskriptionelle oder posttranslationelle Genregulation als 
Mechanismus infrage, die durch positive oder negative Feedbackloops zu erheblichen 
Unterschieden der Proteinkonzentration trotz gleichbleibender Transkription führen könnte. 
Die Frage bliebe aber, ob und warum diese hypothetischen Feedbackloops in einzelnen Zellen 
unterschiedlich reguliert wären oder ob stochastische Effekte für die Unterschiede 
verantwortlich sein könnten.  
Die beobachteten Kernhüllen-Einstülpungen bei hohen C15orf2-Konzentrationen ähneln den 
Zellen von Patienten mit Hutchinson-Gilford-Progerie, einem Syndrom, das durch Lamin-A-
Mutationen hervorgerufen wird (Eriksson et al. 2003; Shumaker et al. 2006) (vergl. Abb 5 
und Abb. 14B). Interessanterweise wurden ähnliche Formen der Zellkernhülle auch nach 
Knock-down beider humaner POM121-Gene in HeLa-Zellen sowie nach Überexpression einer 
verkürzten Form von NUP153 in BHK-Zellen beobachtet (Bastos et al. 1996; Funakoshi et al. 
2007). Möglicherweise stört C15orf2 die Integrität der Zellkernhülle wenn es in sehr großen 
Mengen in der Zelle vorliegt. Da solche oder ähnliche Effekte nach Überexpression eines 
anderen nukleären Proteins (FTO) mit dem Flp-InTM T-RExTM-System niemals beobachtet 
wurden (Berulava et al. 2013 und Tea Berulava, persönliche Kommunikation), handelt es sich 




nukleären Proteins, sondern um einen spezifischen Effekt von C15orf2. 
Die hochauflösende Mikroskopie mit der 3D-SIM-Methode hat gezeigt, dass C15orf2 in der 
unmittelbaren Nähe der NPCs auf der nukleoplasmatischen Seite der Zellkernhülle lokalisiert 
ist. Es scheint zudem mit der Kernlamina in einer Ebene zu liegen und dabei mit den Laminen 
zu alternieren. Die Antikörpersignale für C15orf2 haben klar definierte Formen, die in ihren 
Dimensionen denen des NPCs ähneln, während die Antikörpersignale für Lamine, welche ein 
filamentöses Netzwerk bilden, transparenter erscheinen und nicht klar räumlich definiert sind 
(vergl. Abb. 16 und 17). Die Ähnlichkeit von C15orf2-Signalen und den NPCs könnte 
möglicherweise auf die Existenz von C15orf2-Aggregaten hinweisen, die NPC-Erweiterungen 
in den nukleoplasmatischen Raum bilden. Derartige Interpretationen sind allerdings mit 
Vorsicht zu behandeln, da zum einen die ektopische Expression von C15orf2 den Eindruck 
verfälschen könnte und zum anderen die Antikörperdetektionsmethoden bei C15orf2 und dem 
NPC unterschiedlich waren (siehe Material und Methoden 3.2.8).  
Nach Anwendung einer publizierten Kernhüllen-Fraktionierungsmethode (Cronshaw et al. 
2002; Matunis 2006), wurde C15orf2 sowohl in der NUP-angereicherten Fraktion als auch in 
der Lamin-angereicherten Fraktion detektiert. Die Detektion bestimmter NUPs in beiden 
Fraktionen des Cronshaw-Protokolls wurde bereits von einer anderen Gruppe berichtet und im 
Falle der NUPs NUP153 und NUP53 als Indiz für deren Interaktion mit der Kernlamina 
gewertet (Hawryluk-Gara et al. 2005). Cronshaw und Kollegen hatten gezeigt, dass die NUP-
angereicherte Fraktion größtenteils aus NUPs und NPC-assoziierten Proteinen besteht. Auf 
Basis seiner Detektion in dieser Fraktion, in Kombination mit NPC-Co-Lokalisationsstudien, 
wurde beispielsweise das NUP ALADIN identifiziert (Cronshaw et al. 2002). Daher kann die 
Detektion von C15orf2 in der NUP-angereicherten Kernhüllenfraktion gemeinsam mit den 
Ergebnissen der 3D-SIM-Analysen als starkes Indiz für eine enge Assoziation mit dem NPC 
gewertet werden.  
Die in dieser Arbeit vorgestellte NPC-Assoziation von C15orf2 ist auch im Hinblick auf seine 
positive Selektion in Primaten interessant, da bei einem Genprodukt der positiv selektierten 
„Morpheus“-Genfamilie ebenfalls Co-Lokalisation mit dem NPC beobachtet wurde, 
woraufhin dieses Protein „NPC-interacting protein“ (NPIP) genannt wurde (Johnson et al. 
2001). Die Gene der “Morpheus”-Familie durchliefen während der Evolution von Menschen 
und Menschenaffen eine Reihe von segmentalen Duplikationen auf dem humanen 
Chromosom 16 und erlangten dabei innerhalb kurzer Zeit eine bemerkenswerte Variabilität 





Der NPC und NPC-assoziierte Proteine haben eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen, 
beispielsweise beim nukleo-zytoplasmatischen Transport von Proteinen und mRNA, in der 
Zellzyklusregulation, bei der RNA-Biogenese sowie bei der transkriptionellen Regulation. 
Die letzten drei genannte Punkte wurden vor allem den Komponenten des nukleären Korbs 
zugeschrieben (Strambio-De-Castillia et al. 2010). Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen 
nicht für Funktionen von C15orf2 in der transkriptionellen Regulation oder beim mRNA-
Transport. Die genaue Funktion von C15orf2 am NPC wäre von großem Interesse, vor allem 
wenn man über seine mögliche Rolle in der Entwicklung des PWS spekulieren möchte. In der 
Literatur sind eine Reihe humaner Erbkrankheiten beschrieben, deren Verbindungen zu 
Nukleoporinen nachgewiesen wurde. Dazu gehört das Achalasia-Addisonianism-Alacrima- 
(AAA- oder „Triple-A“-) Syndrom, dass durch autosomal rezessive Mutationen in dem 
Nukleoporin ALADIN verursacht wird (Cronshaw und Matunis 2003; Huebner et al. 2004; 
Vallet et al. 2012). Weitere Beispiele sind die autosomal rezessive Form der infantilen 
bilateralen striatalen Nekrose, die durch missense-Mutationen in NUP62 verursacht wird, eine 
Form von atrialer Fibrillation, die mit NUP155 in Verbindung gebracht wird, sowie eine 
unvollständig penetrante, dominante Suszeptibilität für akute nekrotisierende 
Enzephalopathie, verursacht durch NUP358-Mutationen (Basel-Vanagaite et al. 2006; Zhang 
et al. 2008; Neilson et al. 2009). Auffällig ist, dass trotz der offensichtlichen Bedeutung des 
NPC in allen Zellen des Körpers drei der vier genannten Erkrankungen auch neurologische 
Merkmale aufweisen. Möglicherweise besitzen neuronale Zellen also eine erhöhte 
Anfälligkeit für Störungen des NPC. Bezogen auf das NPC-assoziierte C15orf2 würde dies 
sowohl mit den Ergebnissen von Wawrzik und Kollegen zusammenpassen, die die Expression 
des C15orf2-Proteins in unterschiedlichen Hirnregionen nachgewiesen haben, als auch mit 
dem vermuteten neurologischen Ursprung vieler PWS-Symptome (Swaab 1997; Wawrzik et 
al. 2010).  
Die Ergebnisse der Proteinanalysen zeigen insgesamt, dass C15orf2 mit NPCs oder mit NPC-
verbundenen molekularen Netzwerken assoziiert ist. Die genaue Funktion von C15orf2 am 







5.3 C15orf2 gehört zu einer POM121-verwandten Familie von 
Retrogenen 
Im evolutionären Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass C15orf2 in höheren Primaten 
konserviert ist und zu einer Genfamilie gehört, die auf das Membrannukleoporin-Gen 
POM121 zurückgeht.  
C15orf2-Orthologe in der 15q11q13-orthologen Syntäniegruppe wurden in allen untersuchten 
Mitgliedern der Primaten-Parvordnungen Plathyrrhini und Catarrhini gefunden und sind 
vermutlich nach der Trennung der Unterordnungen Haplorhini und Strepsirrhini in diese 
Genregion integriert. Die im Rahmen dieser Arbeit vervollständigte Sequenz des 
Weißbüschelaffen-Orthologs wies mit ca. 70 % eine geringere Sequenzübereinstimmung mit 
dem humanen Gen auf als die Orthologe der Catharrhini (84 - 98 %). Die geringere 
Übereinstimmung war aber aufgrund der größeren evolutionären Distanz zu erwarten und ist 
vergleichbar mit der Sequenzübereinstimmung von Mensch- und Totenkopfäffchen-C15orf2 
(ca.72 %). In der Weißbüschelaffen-Gensequenz konnte kein orthologer, intronloser ORF 
gefunden werden, dessen Umfang mit den Catharrhini-ORFs vergleichbar wäre. Dennoch 
sprechen die zahlreichen Indels, die über einen langen Abschnitt des Gens hinweg Vielfache 
von 3 bp sind, sehr dafür, dass das Weißbüschelaffen-C15orf2 proteincodierendes Potenzial 
besitzt. Dieses Muster weist auf eine negative Selektion gegen Frameshifts in der codierenden 
Sequenz hin, da 1bp-Indels etwa zehnmal häufiger entstehen als 3bp-Indels (de la Chaux et al. 
2007). Für die Vorhersage des Weißbüschelaffen-ORFs wurden zwei alternative Methoden, 
eine Geneious-ORF-Vorhersage und eine GENSCAN-Genvorhersage, angewandt. Beide 
ORF-Vorhersagemethoden führten zu ähnlich glaubwürdigen Ergebnissen. Welche der 
Vorhersagen zutrifft, könnte durch Expressionsanalysen mit RT-PCRs, die Introns aus der 
GENSCAN-Vorhersage überspannen, geklärt werden. Leider konnte ein solches Experiment 
im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt werden, da kein geeignetes Probenmaterial von 
Weißbüschelaffen vorhanden war. Für die GENSCAN-Vorhersage spricht, dass das 
vorhergesagte Protein die größere Sequenzabdeckung des humanen Proteins aufweist, 
wodurch größere funktionelle Übereinstimmung zu erwarten wäre. Dagegen spricht aber, dass 
diese Vorhersage zwei kleine Introns enthält, die vermutlich nicht aus dem anzestralen Gen 
stammen (siehe unten). Die de novo Entstehung von Introns wird als ein eher seltenes 
Ereignis im Vergleich zum Intronverlust angesehen (Kaessmann et al. 2009). Daher stellt ein 
verkürzter intronloser ORF im Weißbüschelaffen möglicherweise die wahrscheinlichere 




Das mutmaßliche C15orf2-anzestrale Gen, das hier NPAP1L genannt wird, wurde in allen 
untersuchten Plazentatieren außer Nagetieren in einer oder zwei Kopien in der 9q21- 
orthologen Region gefunden und ist vermutlich nach der Trennung von Beuteltieren und 
Plazentatieren durch Retrotransposition von POM121 entstanden. Auf Grundlage der Position 
der Nagetiere innerhalb des Säugetierstammbaumes ist davon auszugehen, dass NPAP1L dort 
sekundär verloren gegangen ist (Abb. 24). In Maus und Ratte ist die Syntänie der 9q21- 
orthologen Region unterbrochen. Da die Teilung zwischen den Genen TLE4 (murines Chr.19) 
und TLE1 (murines Chr. 4) vorliegt, könnte ein dort lokalisiertes NPAP1L bei chromosomalen 
Veränderungen verloren gegangen sein. Dagegen spricht allerdings die Situation im 
Meerschweinchen, welches ebenfalls kein NPAP1L besitzt, jedoch konservierte Syntänie der 
Region aufweist. Vermutlich führten unbekannte Mechanismen demnach schon im Vorfeld 
der chromosomalen Veränderungen zum Verlust von NPAP1L. 
Die NPAP1L-Expressionsanalyse am Rind zeigte eine Expression der mRNA überwiegend im 
zentralen Nervensystem. Allerdings war die mRNA nicht der Vorhersage entsprechend 
gespleißt, sondern wurde co-linear mit der DNA exprimiert. Dies ist mit der 
Proteinvorhersage in der Ensembl-Datenbank (1045 AS) nicht vereinbar, jedoch besteht die 
Möglichkeit, dass stattdessen ein 895 AS langes Protein von einem 2688 bp intronlosen ORF 
in der Gensequenz exprimiert wird. Selbst wenn das bovine Ortholog keine proteincodierende 
Funktion besitzt, könnten die NPAP1L-Gene anderer Säugetiere für Proteine codieren. 
Auffällig ist jedoch, dass die Zweige des Maximum-Likelihood-Baumes im Ast der NPAP1L-
Orthologe deutlich länger sind, als in den Ästen von POM121, C15orf2 und UPF0607 (vergl. 
Abb. 23). Die Proteine auf den anderen Ästen scheinen demnach stärker evolutionär 
konserviert zu sein.  
Der phylogenetische Baum aus C15orf2-homologen Proteinsequenzen in NCBI und Ensembl 
zeigt eine Verwandtschaft der Gene C15orf2, UPF0607, NPAP1L und POM121. POM121 ist 
ein Vertebraten-spezifisches Nukleoporin-Gen mit langen hochkonservierten Introns 
(Neumann et al. 2010). Während die meisten Vertreter der Genfamilien C15orf2 und 
UPF0607 intronlos sind, besitzen die NPAP1L-Genvorhersagen aus der Ensembl-Datenbank 
kleine Introns. Allerdings sind Länge und Position dieser Introns weder zwischen den 
einzelnen NPAP1L-Orthologen konserviert noch stimmen sie mit den POM121-Introns 
überein. Diese Introns müssten sich also sekundär gebildet haben. Die Ergebnisse der 
Expressionsanalysen am bovinen NPAP1L stellen die Existenz der kleinen Introns zudem 




primär intronlos bezeichnen kann, ist davon auszugehen, dass die Introns von POM121 
während einer Genduplikation durch Retrotransposition verlorengegangen sind. Aus diesem 
Retrotranspositionsereignis ging nach der Aufspaltung der Beutel- und Plazentatiere der 
gemeinsame Vorläufer von C15orf2, NPAP1L und UPF0607 hervor (Abb. 24).  
 
Abbildung 24: Evolutionärer Ablauf der Ereignisse, die zu der Entstehung der C15orf2-
Genfamilie führten. Der schematische phylogenetische Baum zeigt die Säugetier-Evolution 
sowie die ungefähren evolutionären Zeitpunkte (rote Punkte) der Retrotranspositionen, 
segmentalen Duplikationen und Genverluste, die minimal angenommen werden müssen, um 
die beobachtete Verteilung der C15orf2-verwandten Gene in Säugetieren zu erklären. Im 
Zweig der Primaten müssen die eingezeichneten vier Ereignisse stattgefunden haben, die 
genaue Reihenfolge kann jedoch  nach den bisherigen Erkenntnissen nicht definiert werden. 
 
Zusätzlich zu den POM121-Introns ging während dieses Retrotranspositionsereignisses wohl 
auch das erste Exon, das die Transmembrandomäne beinhaltet, verloren, denn keines der 
Tochtergene codiert für ein Membranprotein. Der Verlust von 5‘-Genabschnitten ist typisch 
für Retrotranspositionsereignisse, da die reverse Transkription am 3’Ende der mRNA beginnt 
(Ding et al. 2006). Während der Vermehrung des L1-Retrotransposons, dessen 
Enzymmaschinerie für Retrotranspositionsereignisse in Säugetieren verantwortlich ist, im 
Genom werden deshalb nur etwa 5 % der Kopien zu neuen aktiven Retrotransposons 




Strepsirrhini und Haplorrhini, kam es vermutlich zu zwei weiteren (unabhängigen) 
Retrotranspositionen des NPAP1L-Gens, die zu den Schwestergenen C15orf2 und UPF0607 
führten (Abb. 24). Obwohl in diesen Fällen die Retrotransposition nicht durch Intronverluste 
belegt ist, ist dieser Mechanismus dennoch wahrscheinlich, da die Kopien sich in beiden 
Fällen auf anderen Chromosomen befinden. Zudem sind keine Hinweise auf eine Duplikation 
der chromosomalen Umgebung der Gene zu finden, wie es bei einer segmentalen 
Genduplikation zu erwarten wäre. 
 
5.4 Allgemeine Diskussion und Ausblick 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass C15orf2 für ein NPC-assoziiertes Protein codiert 
und auf ein biologisch wichtiges Nukleoporin-Gen der Vertebraten zurückgeht. Es könnte 
somit wichtige primatenspezifische Funktionen am NPC besitzen, die in guter 
Übereinstimmmung mit der positiven Selektion des Gens in der Primatenlinie wären. Aus den 
neuen Erkenntnissen ergeben sich eine Reihe von interessanten Fragen und Anregungen für 
weiterführende Exprerimente: 
1. Wie wird die monoallelische Expression von C15orf2 reguliert?  
Als mögliche Regulationsmechanismen für die monoallelische Expression von C15orf2 im 
Gehirn wurden eine Kopplung an die PWRN1-Expression oder ein bisher unbekannter 
alternativer Upstream-Promotor diskutiert. Für die unvoreingenommene Identifizierung des 
Transkriptionsstartpunktes von C15orf2 im Gehirn wäre ein 5’RACE-Experiment sinnvoll, 
mit dem ein Transkript in 5‘-Richtung verlängert und der Transkriptbeginn per PCR und 
Sequenzierung ermittelt werden kann. Dieses Experiment wurde bereits begonnen, konnte 
aber bisher noch nicht erfolgreich abgeschlossen werden. 
2. Welche Funktion hat das Protein am NPC?  
Es wurde gezeigt, dass C15orf2 von POM121 abstammt. Die primäre Aufgabe von POM121 
ist die Verankerung des NPCs in der nukleären Doppelmembran, es besitzt aber auch FG-
Repeats im C-terminalen Teil und könnte an der Permeabilitätsbarrierefunktion des NPC 
beteiligt sein (Hallberg et al. 1993; Antonin et al. 2005; Stavru et al. 2006). Beide Funktionen 
scheiden für C15orf2 aus, da die Transmembrandomäne nicht in der neu-beschriebenen 
Genfamilie konserviert ist und die FG-Repeats bei C15orf2 fehlen. Retrotranspositionen 
führen häufig zu neuen Genfunktionen und es sind Beispiele für junge Retrogene bekannt, die 
in der zum Menschen führenden Primatenlinie entstanden sind und in denen positiv selektierte 




2004; Rosso et al. 2008a; Rosso et al. 2008b; Kaessmann et al. 2009). 
Da die Überexpression des Proteins keine Hinweise auf die genaue Funktion von C15orf2 
geliefert hat, sollte die Suche nach Zelllinien mit endogener C15orf2-Expression fortgesetzt 
werden, um Konsequenzen des Gen-Knock-downs analysieren zu können. Eventuell könnten 
auch C15orf2-Knock-outs einer positiven Primatenspezies (z.B. Weißbüschelaffe) sinnvoll 
sein. Die Funktion von C15orf2 ist möglicherweise neuronenspezifisch, da das Protein bisher 
nur im Gehirn nachgewiesen wurde und immunhistochemische Färbungen die spezifische 
Expression in Neuronen suggerieren (Wawrzik et al. 2010). Allerdings wurden bisher außer 
Testis noch keine weiteren Gewebe auf die Expression des Proteins untersucht. 
3. Welche Funktion haben die im Gen enthaltenen piRNAs?  
Es ist nicht auszuschließen, dass auch das in C15orf2 enthaltene piRNA-Cluster eine Funktion 
im Gehirn besitzt. Für einige piRNAs wurden Funktionen bei der Informations-speicherung 
im Nervensystem der Meeresschnecke Aplysia californica nachgewiesen (Rajasethupathy et 
al. 2012). Allerdings ist die Funktion von piRNAs in der Keimbahn besser etabliert und mit 
mehr Beispielen belegt (Girard et al. 2006; Aravin et al. 2007; Siomi et al. 2011; Ishizu et al. 
2012). Schon in der ersten Arbeit, die C15orf2 beschrieb, wurde eine hohe mRNA-Expression 
in Testis gezeigt (Färber et al. 2000), obwohl kein Protein der korrekten Größe in diesem 
Gewebe exprimiert wird (Wawrzik 2009). Möglicherweise ist der primäre Zweck des Gens in 
Keimzellen daher die Expression der piRNAs, während das C15orf2-Protein eine 
neuronenspezifische Funktion besitzt. 
4. Ist NPAP1L in der 9q21-orthologen Region ebenfalls geprägt?  
Dies ist besonders im Hinblick auf die ungeklärte Regulation der C15orf2-Prägung 
interessant, da in diesem Fall davon auszugehen wäre, dass auch die zuständigen 
regulatorischen Elemente während der Genduplikation weitergegeben wurden. Keine der 
beiden humanen NPAP1L-Kopien auf Chromosom 9 besitzt ein Promotor-CpG-Island. Dieses 
hat sich also vermutlich nach der Entstehung von C15orf2 gebildet oder war dort bereits 
vorhanden. Bisher konnte die allelische Expression von NPAP1L in der Kuh aus zeitlichen 
und materialökonomischen Gründen noch nicht analysiert werden. Die derzeitige Sicht auf 
die Entstehung geprägter Gencluster spricht allerdings eher dafür, dass C15orf2 diese Art der 







5. Welche Relevanz hat der Funktionsverlust von C15orf2 für die Symptomatik des 
PWS?  
Diese entscheidende Frage ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht zu beantworten, da sowohl über 
die genaue Funktion des NPC-assoziierten Proteins als auch über die Funktion des piRNA-
Clusters nur spekuliert werden kann. Während das SNORD116-snoRNA-Cluster für den 
Großteil des PWS-Phänotyps verantwortlich zu sein scheint, könnten andere paternal 
exprimierte Gene wie C15orf2 durchaus zu einzelnen Symptomen beitragen. Bisher waren 
alle Bemühungen, den vollen PWS-Phänotyp im Mausmodell zu erzeugen, erfolglos. Vor 
allem zeigt keines der bisher generierten Mausmodelle den Adipositas-Phänotyp (Gabriel et 
al. 1999; Chamberlain et al. 2004; Skryabin et al. 2007; Ding et al. 2008; Bervini und Herzog 
2013). Man könnte daher vorsichtig spekulieren, dass das Fehlen von C15orf2 in der Maus 
einer der Faktoren sein könnte, die zu diesen Unterschieden beitragen. Eine PWS-relevante 
Funktion von C15orf2 ist also nicht auszuschließen und sollte deshalb zur weiteren 









Die chromosomale Region 15q11q13 enthält ein Cluster geprägter Gene, die entweder nur 
vom paternalen oder nur vom maternalen Chromosom exprimiert werden. Der 
Funktionsverlust paternal exprimierter Gene führt zum Prader-Willi-Syndrom. Obwohl der 
Funktionsverlust der SNORD116-Gene für die meisten Symptome des PWS verantwortlich zu 
sein scheint, könnten auch andere paternal exprimierte Gene eine Rolle spielen. Eines der 
geprägten Gene in der Region ist C15orf2, das im fetalen Gehirn ausschließlich vom 
paternalen Allel exprimiert wird und dessen monoallelische Expression im Rahmen dieser 
Arbeit auch im adulten Gehirn nachgewiesen wurde. Im Promotorbereich von C15orf2 
befindet sich ein großes CpG-Island, von dem vermutet wurde, dass es an der Regulation der 
genomischen Prägung und Genexpression von C15orf2 beteiligt sei. Wie hier jedoch gezeigt 
wurde, ist das CpG-Island im Gehirn überwiegend methyliert und spielt für die Regulation der 
Expression vermutlich keine große Rolle.  
C15orf2 codiert für ein 1156 AS großes Protein mit sechs Kernlokalisationssignalen. Eine 
Protein-BLAST-Analyse sowie eine Analyse mit dem Signaturerkennungsprogramm 
InterProScan wiesen auf Sequenzhomologie mit dem Membrannukleoporin POM121 hin. Um 
herauszufinden, ob das C15orf2-Protein an den Kernporen lokalisiert ist, wurde eine stabile 
Zelllinie generiert, die FLAG-markiertes C15orf2 induzierbar exprimiert. In 
Immunfluoreszenzstudien an dieser Zelllinie wurde C15orf2 in der Zellkernperipherie 
detektiert, wo es mit NPCs und der Kernlamina co-lokalisiert war. Sehr hohe ektopische 
Expression führte in einigen Zellen zu einem Phänotyp mit Invaginationen der Zellkernhülle, 
die auf eine Störung der Kernhüllenintegrität bei unphysiologisch hohen C15orf2-
Konzentrationen hinwiesen. Mit drei-dimensionaler strukturierter Illuminationsmikroskopie 
wurde die Kernhülle lichtmikroskopisch noch besser aufgelöst und eine spezifische 
Lokalisation von C15orf2 auf der nukleären Seite der NPCs beobachtet. Die NPC-Assoziation 
wurde zusätzlich mit einer Kernhüllen-Fraktionierungs-Methode biochemisch bestätigt. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass C15orf2 Teil des NPCs oder der 
NPC-assoziierten molekularen Netzwerke ist. Auf diesen Erkenntnissen basierend wurde vom 
„HUGO Gene Nomenclature Commitee“ der neue Name „Nuclear pore associated protein 1“ 
(NPAP1) für C15orf2 festgelegt.  
Das C15orf2-Gen besitzt kein murines Ortholog, war aber während der Primatenevolution 
einer starken positiven Selektion unterlegen und könnte daher wichtige primatenspezifische 




C15orf2 erst während der Primatenevolution in die chromosomale Region 15q11q13 
integriert ist. In anderen Säugetieren, aber nicht in Nagetieren, wurden dagegen C15orf2-
homologe Sequenzen gefunden, die hier NPAP1L genannt werden. Die NPAP1L-Gene in 
Säugetieren teilen Syntänie mit zwei humanen Pseudogenen auf Chromosom 9. Eine 
phylogenetische Analyse offenbarte die Existenz einer Genfamilie, die von dem 
vertebratenspezifischen Membrannukleoporin-Gen POM121 abstammt. Anders als POM121 
sind die anderen Mitglieder der Familie, NPAP1L, NPAP1 und UPF0607, intronlos oder 
besitzen kleine, sekundär gebildete Introns. Daher ist ihr gemeinsamer Vorfahre vermutlich 
durch Retrotransposition von POM121 während einer frühen Phase der Säugetierevolution 
entstanden. NPAP1L unterlief in einigen Säugetierlinien segmentalen Duplikationen und ist in 
Nagetieren sekundär verloren gegangen. In der Primatenlinie führten vermutlich zwei weitere 
Retrotranspositionsereignisse zu den Schwestergenen C15orf2 und UPF0607, während 
NPAP1L hier zu einem Pseudogen wurde. Diese Ergebnisse zeigen, dass C15orf2 von dem 
Nukleoporin-Gen POM121 abstammt und zu einer Familie von säuger- und 
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Tabelle A1: Synthetische Oligonukleotide. Die nicht-sequenzspezifischen Tag-Sequenzen 
der Roche-454-Junior-Bisulfit-Primer sind fett gedruckt. 
 
Nr. Bezeichnung Sequenz (5’- 3’) Verwendung (Abschnitt) 
1 Beta-Aktin-Exon-4-5-F TTGCTATCCAGTGCTA 3.2.1.2 
2 Beta-Aktin-Exon-4-5-R AGCACTGTGTGTACAG 3.2.1.2 
3 p1en47 TAGGGAGAAACCTCTAGTCTC 3.2.7.2/ 4.1.1/ 4.1.3 
4 pen21 GCAGCAGGAGAGTGAACAT 3.2.7.2 
5 pGTRr2 CTGGGCTAAGGCTCCGTC 4.1.1/ 4.1.3 
6 p1en49c TTAACCTGCTCTCTTCCTAC 4.1.1 
7 p1en49cr GTTCTGACTGGGCTCATC 4.1.1 
8 p1en56b TATACATAGGGATGGATAGAC 4.1.1 
9 p1en56br CTCACCTCCTAATACCATC 4.1.1 
10 pc313b ATGTTGTTTAAGCTACCAGTC 4.1.1 
11 pc314r GCACCATTGCCTAAGGAA 4.1.1 
12 CGI59-SNP-fw3 AAGGTCCTAGAGGAGGCTGG 4.1.2 



















20 SNRPN_Exon23 TCCTAACAACCACTATAAGCTTGG 4.1.3 
21 SNRPN_4_rw GATGCTTCACGGTTTTCACA 4.1.3 
22 NPAP1_connect_rev1 GCCAGAGCTCTTGTCACCT 4.1.3 
23 C15orf2-UPLprobe22-left GTGACAGCATTGCCTCAGC 4.2.3.1 
24 C15orf2-UPLprobe22-right GGTCTCCTATCTGCCTGTGC 4.2.3.1 
25 Marmoset_NPAP1_fw1 AAACACCCCAGCTCCGTGAGGA 4.3.1 
26 Marmoset_NPAP1_rev1 GGATGGGCTGGGAAGTTGTGGC 4.3.1 
27 Marmoset_NPAP1_fw2 CACAACAGGCCCTGCAAAAGGA 4.3.1 
28 Marmoset_NPAP1_rev2 CCCCATGTAAAACGGGAGGCAC 4.3.1 
29 Marmoset_NPAP1_fw3 ATCCAATTCTGGGGCTCTTG 4.3.1 
30 Marmoset_NPAP1_rev4 TCCAAGGTGCCCAGGTCTC 4.3.1 
31 Kuh-POM121L-In1-fw2 TAACTATCCCTTTGACTCCCGA 4.3.4 
32 Kuh-POM121L-In1-rev2 CTGGAGCATAGATAACTGCCAA 4.3.4 
33 Kuh-POM121L-In2-fw CAAGCCTCAACTTATTTGCCTG 4.3.4 
34 Kuh-POM121L-In2-rev TGGCAAACCTGAATCCATTTTG 4.3.4 
35 Fw2-beta-Actin-Kuh GGCACCCAGCACAATGAAGA 4.3.4 






Tabelle A2: Read-Zahlen der hochauflösenden Methylierungsanalyse mit dem Roche-
454-Junior-System. 
 
Probe Amplikon Allel Anzahl analysierter Reads 
Spermien 1 A - 1251 
 B - 3205 
Spermien2 A - 1483 
 B - 2708 
Blut 1 A - 1266 
 B - 3667 
Blut 2 A Oben 590 
  Unten 581 
 B Oben 1101 
  Unten 1095 
Adultes Gehirn 1 A‘ - 4108 
 B - 3860 
Adultes Gehirn 2 A‘ - 1987 
 B - 3922 
Adultes Gehirn 3 A Oben 347 
  Unten 381 
 B Oben 1350 
  Unten 1751 
Fetales Gehirn 1 A‘ - 1370 
 B - 4347 
Fetales Gehirn 2 A‘ - 2294 
 B - 1208 
 
 
Tabelle A3: Vervollständigte Sequenz des Weißbüschelaffen-C15orf2-Orthologs mit 
alternativen ORF-Möglichkeiten. Anfang und Ende der Sequenz orientieren sich an dem 
Eintrag im UCSC-Genom-Browser. 
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